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Résumé

Le mélanome cutané (MC) est le cancer le plus sévere des cancers de la peau dont I'incidence ne cesse
d’augmenter. Malgré des avancées majeures dans la prise en charge du MC avec le développement
des thérapies ciblées et de I'immunothérapie, le pronostic des patients atteint de MC reste mauvais.
Dans le mélanome cutané, des altérations du métabolisme des sphingolipides, une classe de lipide
particulier, ont été montrées par notre équipe et d’autres. Ces altérations pourraient avoir un réle
dans la survenue, la progression et la résistance aux thérapies et s’articulent essentiellement autour
d’une diminution de la production du céramide, considéré comme un anti-oncométabolite, et en
faveur d’'une augmentation de sphingosine-1-phosphate, considéré comme un oncométabolite. La
glucosylcéramidase, codée par le géne GBA, est une enzyme lysosomale qui catalyse la derniére étape
du catabolisme des sphingolipides transformant le glucosylcéramide (GlcCer) en céramide. L’analyse
d’un exome de patients atteints de MC a révélé des mutations faux-sens dans le géne GBA. Le déficit
en GCase est connu pour étre responsable de la maladie de Gaucher, une maladie de surcharge
lysosomale dans laquelle les patients présentent une organomégalie avec ou sans troubles
neurologiques. L'origine de ces symptémes serait I'accumulation du GlcCer qui n’est plus dégradé, ainsi
que sa forme déacylée, la glucosylsphingosine (GlcSph). De plus, ces patients ont un risque accru de
développer des cancers et notamment le mélanome cutané. Le role de ces métabolites dans le
développement des cancers est évoqué. Parallelement, les mutations de GBA, a I'état homozygotes
mais aussi hétérozygotes, sont un facteur de risque de développer la maladie de Parkinson, une
maladie neurodégénérative dans laquelle des agrégats d’alpha-synucléine sont retrouvés dans les
neurones. Le déficit en GCase, via I'accumulation en GlcCer et GlcSph, favoriserait I'agrégation d’alpha-
synucléine. De fagon intéressante, les patients atteints de la maladie de Parkinson présente un risque
augmenté de développer un mélanome cutané. Les agrégats d’alpha-synucléine, secondaire au déficit
en GCase, pourrait jouer un réle dans la mélanomagenese.

Les mécanismes qui sous-tendent le lien entre la maladie de Gaucher et le mélanome cutané reste
inconnus. Notre projet est de déterminer le réle de la GCase dans le développement du mélanome
cutané. Pour cela, des lignées cellulaires de mélanome humain (A375) ont été utilisées, dans lesquelles
I’'expression et/ou I'activité de la GCase ont été inhibées par ARN interférence (sh dirigé contre GBA)
ou par inhibition pharmacologique (Conduritol B Epoxide) et dans lesquelles la surexpression de la
GCase sauvage et mutée a été réalisée par transduction lentivectorale. Ces lignées ont également été
traitées par la GlcSph pour I’étude de son implication dans la tumorigenése. Les propriétés tumorales
ont été étudiées comme la prolifération, le cycle cellulaire et la réponse aux thérapies ciblées, ainsi
gu’une analyse des sphingolipides. L'expression de I'alpha-synucléine a également été analysée dans
ces différents modeles cellulaires.

Nous avons montré que l'inhibition de I’expression/activité de la GCase n’a pas modifié les propriétés
tumorales comme la prolifération cellulaire et la sensibilité aux thérapies ciblées. Cependant, le
traitement des cellules de mélanome avec la GlcSph montre une diminution transitoire et réversible
de la prolifération et la production de cellules multinucléées dont la fonction reste inconnue. Quant a
I’expression de I'alpha-synucléine, nos premiers résultats ne sont pas concluant en raison de difficultés
techniques.

Nos résultats bien que préliminaires montrent un effet de la GlcSph sur la prolifération ainsi que sur le
cycle cellulaire, qui pourraient jouer un réle dans la progression tumorale et nous donne des
indications quant au métabolisme de la GlcSph.



Abstract

Cutaneous melanoma (CM) is the most severe skin cancer whom the incidence is keeping growing.
Despite of the remarkable improvement of CM management thanks to the development of targeted
therapies and immune checkpoint inhibitors, the prognostic of CM patients remains still bad. Some
alterations in sphingolipid (SL) metabolism have been described in CM by our research team and
others. These alterations could be involved in the tumoral development and the drug resistance, and
hinge on a decrease of ceramide production, considered as an anti-oncometabolite and on an increase
of sphingosine-1-phosphate production, considered as an oncométabolite. Glucosylceramidase
(GCase), encoded by GBA gene, is a lysosomal enzyme, which hydrolyze glucosylceramide (GlcCer) into
ceramide, the last step of SL catabolism. The analysis of exome from MC patients has revealed
missense mutations in GBA gene. GCase deficiency results in Gaucher disease (GD), a lysosomal storage
disease, in which patients display an organomegaly with or without a neurological involvement. The
clinical presentation would result from the accumulation of undegraded GlcCer and of GlcSph
corresponding with its deacylated form. Moreover, the patient with GD have an increase of risk for
developing a cancer, including CM. The involvement of these lipids is evoked. On the other hand,
mutations in GBA gene at homozygous or heterozygous state are a risk factor for developing Parkinson
disease (PD), a neurodegenerative disorder, in which, alpha-synuclein aggregates are found in neurons.
The accumulation of GlcCer and GlcSph, due to GCase deficiency, would promote alpha-synuclein
aggregation. Interestingly, patients with PD have also a greater risk for developing CM. Thus, alpha-
synuclein aggregates, secondary to GCase deficiency, could be involved in CM development.

Mechanisms underlying between GD and CM remains elusive. Here, our aim is to determine the role
of GCase in CM development. For that, human melanoma cell lines (A375) have been used, in which
the expression and the catalytic activity of GCase have been reduced by either RNA silencing (shRNA
against GBA) or by pharmacological inhibition (Conduritol B Epoxide), and A375 cell lines in which
GCase wild type and mutated have been overexpressed by lentiviral transduction. In addition, A375
cell line have been treated by GlcSph in order to study its involvement in cancer development. Cancer
cell properties such as cell proliferation, cell cycle and response to drugs have been tested as well as a
SL analysis. Alpha-synuclein expression has been also assessed in these different cellular models.

We have shown that the inhibition of expression and/or activity of GCase do not modify cancer cell
properties. However, cells treated by GlcSph exhibit a temporary and reversible decrease of cell
growth and some of them have become giant multinucleated cells but their function is unknown. As
for assessment of alpha-synuclein expression, technical problems have us hampered to conclude.

Our preliminary results show a potential effect of GlcSph on development of CM and some indications
about GlcSph metabolism.
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Avant-propos

La maladie de Gaucher: en quoi I'étude de ses causes peut nous informer sur le mélanome ou la

maladie de Parkinson ?

La maladie de Gaucher est une affection rare due au déficit d’'une enzyme appelée glucosylcéramidase
(GCase). Les patients atteints de cette maladie présentent une organomégalie et peuvent manifester
des symptémes neurologiques. La GCase a une fonction de dégradation dans le lysosome, le centre de
recyclage de la cellule. Un certain paralléle avec notre situation climatique actuelle peut étre fait :
lorsque le centre de recyclage fonctionne mal, la quantité de détritus non recyclés grandit, grandit
jusqu’a la constitution d’un 7¢™¢ continent plastique. De plus, I'agglomération des déchets conduit a la
production de nouveaux déchets qui peuvent s’infiltrer partout comme les microparticules de
plastique. Dans la maladie de Gaucher, le glucosylcéramide (GlcCer) qui s’accumule initialement se
transforme en un autre lipide appelé glucosylsphingosine (GlcSph), physiologiquement a I'état de
trace. Ces deux lipides seraient responsables des symptdémes cliniques de la maladie de Gaucher. lls
lipides appartiennent a une famille de graisses, les sphingolipides, découverts par J.LW. Thudichum,
qui leur a donné ce nom en référence au Sphinx de I'antiquité grecque en raison de leur coté
énigmatique. Le Sphinx posait des énigmes aux voyageurs et leur réponse déterminait leur devenir (la
vie ou la mort). Finalement, ces lipides, aujourd’hui mieux connus, ont également ce pouvoir de

déterminer le devenir de la cellule.

La maladie de Gaucher est associée a deux pathologies plus fréquentes : la maladie de Parkinson, une
maladie neurodégénérative dans laquelle une protéine appelée alpha-synucléine change de
conformation, et le cancer, caractérisé par la prolifération incontrolée de certaines cellules. Mieux
comprendre en quoi le déficit en GCase et la surcharge en GlcCer et/ou GlcSph influent sur I’émergence
du syndrome parkinsonien ou d’une pathologie maligne peut nous aider a appréhender des

mécanismes encore méconnus a I’origine de ces maladies. Ainsi, la compréhension des conséquences
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d’un déficit d’une enzyme lysosomale, maladie rare, peut nous apporter des enseignements sur
d’autres conditions plus communes. A travers le travail qui suit, nous avons tenté d’explorer ce type

de liens.

Dans une premiere partie, une revue bibliographique de la GCase et de ses pathologies associées
(maladie de Parkinson et cancers) sera détaillée, puis le mélanome cutané et ses dérégulations du
métabolisme des SL seront décrites. Ce premier travail permettra de mettre en évidence le réle
potentiel de la GCase dans le mélanome cutané. Dans une deuxieme partie, nous présenterons
I’ensemble des résultats obtenus grace a des modeles murins Gaucher et a des modeles cellulaires de
mélanomes d’inhibition de la GCase. Nos travaux expérimentaux seront divisés en 2 parties. La
premiere s’articulera autour de I'effet de la GlcSph sur les cellules de mélanome et la deuxieme autour
de I'expression de l'alpha-synucléine. Puis, nous discuterons nos observations, dans une derniére

partie, a la lumiére des connaissances actuelles.
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Revue bibliographique

l. La glucosylcéramidase : conséquences de son déficit en

physiopathologie humaine

A. La glucosylcéramidase (ou GCase)
1. Une enzyme lysosomale du catabolisme des glycosphingolipides
a) Le lysosome

Le lysosome, décrit par Christian de Duve dans les années 50, est un organite cytoplasmique délimité
par une membrane dans lequel se déroule la dégradation de macromolécules (protéines, lipides,
glucides, acides nucléiques) et de composants cellulaires dont les produits seront ensuite exportés par
simple diffusion ou grace a des transporteurs membranaires spécifiques puis réutilisés pour le

métabolisme cellulaire (Kolter and Sandhoff, 2010). Ce catabolisme repose sur I'action de plus de 60

hydrolases acides, des enzymes spécifiques du type de liaison, parfois aidées par des activateurs, dans
un environnement acide (pH entre 4.5 et 5), qui est maintenu par I’ATPase vacuolaire membranaire.
La membrane lysosomale est caractérisée par de nombreuses protéines membranaires notamment les
protéines hautement glycosylées appelées LAMP (Lysosome-Associated Membrane Proteins), des
canaux ioniques et des transporteurs assurant I’homéostasie lysosomale. La face cytosolique du
lysosome contient des facteurs permettant des interactions avec le reste de la cellule comme les
SNAREs qui médient la fusion avec d’autres organites et les facteurs « tethering » ou des connexions
facilitant les contacts avec les organites. Cette face est également le siege de phénomeéne de
signalisation notamment avec la liaison au facteur de transcription TFEB (Transcription Factor E Box)
(cf. Partie .LA.2). Enfin, la présence d’adaptateurs associés a de petites GTPases est retrouvée couple

le lysosome au systeme des microtubules permettant la mobilité de ce dernier (Figure 1).
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Figure 1. Le lysosome et ses caractéristiques (Ballabio and Bonifacino, 2020).
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Les macromolécules a dégrader arrivent aux lysosomes par 2 grandes voies : le systeme endosomal et

le systeme autophagique. Le systeme endosomal permet l'internalisation des macromolécules

membranaires ou provenant du milieu extracellulaire via I'invagination de la membrane plasmique

formant ensuite des endosomes (précoces puis tardifs) fusionnant avec le lysosome. Le systéme

autophagique permet, quant a lui, de délivrer le contenu cytoplasmique aux lysosomes, via la

formation d’un phagophore puis d’un autophagosome, une structure constituée d’'une double

membrane qui englobe les organites ou protéines et qui fusionne in fine avec le lysosome (Kolter and

Sandhoff, 2010) (Figure 2).
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Figure 2. Les systémes endo-lysosomal et autophagique.

Ce schéma illustre la voie autophagique (a gauche) et le catabolisme des lipides membranaires via la
voie endolysosomale (a droite) dans une cellule neuronale (Breiden and Sandhoff, 2019). ASM:
sphingomyélinase acide, Cer: céramide, Chol: cholestérol, GlcCer: glycosylcéramide, IEV: vésicule
intraendosomale luminale, ILV: vésicule intralysosomale luminale, NPC: protéine Niemann—Pick type
C, PM: membrane plasmatique, S1P: sphingosine-1-phosphate, SAP: activateur sphingolipidique.

Le lysosome est particulierement étudié en raison de pathologies spécifiques associées, appelées
maladies de surcharge lysosomale. Il existe plus de 70 maladies qui résultent d’un déficit en hydrolase

(ou d’un activateur) ou d’un défaut de protéine membranaire (Platt et al., 2018). La Figure 3 illustre le

catabolisme lysosomal d’une famille lipidique particuliére appelée sphingolipide (SL) ainsi que les
pathologies associées. Dans les chapitres suivants, nous nous intéressons a la glucosylcéramidase

(GCase), une hydrolase lysosomale qui dégrade le glucosylcéramide (ou GlcCer).
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Figure 3. Catabolisme des sphingolipides et pathologies associées (Schulze and Sandhoff, 2011).

Les hydrolases lysosomales intervenant dans le catabolisme sont écrites en bleu avec ou non le nom

de leur activateur protéique. Le nom de la maladie correspondant au déficit de I'enzyme est noté en

rouge. Sap : saposine

La fonction de recyclage du lysosome est la plus étudiée mais il s’avere que celui-ci exerce d’autres

fonctions le plagant comme un acteur majeur du métabolisme cellulaire (Figure 1). Dans une revue
récente, Ballabio et Bonifacino décrivent ces différents aspects et illustrent le réle du lysosome dans

la physiopathologie des maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson (cf. Partie 1.C)

ou le cancer (cf. Partie I.D) (Ballabio and Bonifacino, 2020; Platt et al., 2018).

23



Enfin, il est intéressant de noter qu’il existe des organites qui dérivent du systeme endolysosomal
appelés lysosome-related organelles (LRO). Ce sont des organites avec une membrane possédant un
contenu et une morphologie unique et des fonctions spécifiques en fonction du type cellulaire. Ils
partagent avec les lysosomes un pH acide, des protéines de membrane (LAMPs) et des hydrolases

(Dell'Angelica et al., 2000). Des pathologies associant les lysosomes et les LRO sont décrites comme les

syndromes de Chediak-Higashi et d’Hermansky-Pudlak démontrant la relation étroite entre ces

organites (Dell'Angelica et al., 2000). Dans ce manuscrit, nous évoquerons, deux types de LRO, les

mélanosomes dans les mélanocytes (cf. Partie I11.B.1) et les corps lamellaires dans les kératinocytes (cf.

Partie I.A.6).

b) Le glucosylcéramide

Le GlcCer appartient a la famille des glycosphingolipides (GSL). Les GSL appartiennent avec la
sphingomyéline (SM) a la famille des SLs complexes. Leur localisation est essentiellement membranaire
(feuillet externe de la membrane plasmique) et leur expression est ubiquitaire. Les GSL sont composés
du céramide (Cer), partie hydrophobe, et d’'une chaine oligosaccharidique extracytoplasmique. Cette
derniere est antigénique et est a I'origine d’interactions entre les cellules et leur environnement. Le
Cer est composé de la sphingosine (So) liée a un acide gras par une liaison amide (Figure 4). Il peut étre
synthétisé par différentes voies : i) la synthése de novo a partir de la sérine et du palmitoyl-CoA, ii) la
dégradation des GSL (et donc du GlcCer) et de la SM et iii) la voie de recyclage appelée « salvage

pathway » a partir de la So (

Figure 5). Ensuite, le Cer peut étre transformé en GlcCer grace au transfert d’un glucose provenant de
I’"UDP-glucose par la glucosylcéramide synthase (GCS), codée par le gene UGCG au niveau de 'appareil

de Golgi (Ichikawa and Hirabayashi, 1998). Le GlcCer est le précurseur de presque tous les GSL (> 300

especes) par I'ajout de divers oses. Quant a leur dégradation, elle est principalement lysosomale et

séquentielle (Figure 3 et Figure 5). Le GlcCer est dégradée par la GCase.
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Figure 4. Structure du céramide.
Le Cer est composé de la So (C18 avec une double liaison en C4) lié a un acide gras par une liaison
amide. Deux fonctions hydroxyles (OH) sont retrouvées en C1 et C3. La fonction OH en C1 permet sa
liaison a un sucre, un phosphate ou un acide gras.
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Figure 5. Compartimentalisation subcellulaire du métabolisme du céramide.

La synthése de novo du Cer se déroule dans le RE (encadré rouge), a partir du Palmitoyl-CoA et de la
sérine, sous l'action de la SPT. Le Cer est ensuite transporté dans I'appareil de Golgi, soit par transport
vésiculaire, soit par un transporteur (non représentés) ou vont étre synthétisés les GSL, la SM et les
gangliosides pour, ensuite, aller a la membrane plasmique par transport vésiculaire. Le catabolisme
des lipides complexes se déroule dans le systéme endo-lysosomal. Ce catabolisme reforme du Cer qui
sera hydrolysé par la ACDase en So. La So sort ensuite du lysosome (dont le mode de transport est
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inconnu) et pourra soit phosphorylée enS1P par la SK1. Le salvage pathway (encadré violet), localisé
au niveau du RE, correspond a la reformation du Cer a partir de la So. Soit la So est directement
transformée en Cer par les CERS, soit la So doit étre d’abord phosphorylée en S1P qui est ensuite
déphosphorylée en So puis transformée en Cer.

SPT, sérine palmitoyltransférase; Ksa, 3- kétosphinganine; KDSR kétosphinganine réductase; Sa,
sphinganine; CERS, céramide synthase; DHCer dihydrocéramide; DES, dihydrocéramide désaturase;
Cer, céramide ; GCS, glucosylcéramide synthase; GlcCer, glucosylcéramide; GSLs, glycosphingolipides;
SM, sphingomyéline, SMS, sphingomyéline synthase; ACDase, céramidase acide; ASMase,
sphingomyélinase acide; EP, éthanolaminel-phosphate; GALC, galactosylcéramidase; GalCer,
galactosylcéramide; GCase, glucosylcéramidase; So, sphingosine; S1P, sphingosine 1-phosphate; SK,
sphingosine kinase; SPL, sphingosine 1-phosphate lyase.

2. Le gene GBA

La GCase est codée par le gene GBA, localisé sur le chromosome 1g21, qui contient 11 exons et 10
introns s’étalant sur 7,6 kb. Il existe un pseudo-gene de 5,7 kb localisé 16 kb en aval partageant la

méme composition que le gene GBA a 96% (Wafaei and Choy, 2005) (Figure 6).

GBA gene

e 118_121delinsGT cB81T>G

Figure 6. Structure du géne GBA et de son pseudo-géne.

Représentation schématique du gene GBA avec les exons représentés par les boites jaunes et les
régions non traduites par les boites noires. Les boites blanches représentent les parties délétées
(notamment la délétion de 55bp dans I'exon 9) dans le pseudo-gene et les variations inscrites sont les
variations spécifiques du pseudo-gene permettant de différencier les 2 séquences (Zampieri et al.,
2017).

Il existe deux sites d’initiation de la traduction ATG dans les exons 1 et 2, produisant deux polypeptides
avec une séquence signal de longueur différente. Cependant, une seule protéine unique mature de

497 acides aminés sera produite (Hruska et al., 2008; Sorge et al., 1985), la séquence signal étant clivée

dans le réticulum endoplasmique (RE). Il était classique de nommer les mutations de GBA a partir du

résidu alanine en position 40, désormais une nouvelle nomenclature se référant a la séquence
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NM_000157.4 existe prenant en compte les 39 premiers acides aminés. Cependant dans la majorité
des publications, les mutations sont encore annotées a partir de I’ancienne nomenclature avec donc

une différence de 39 acides aminés.

Longtemps considéré comme un gene de ménage, peu d’études sur la régulation du géne GBA ont été
réalisées. Cependant, une séquence particuliére appelée CLEAR (Coordinated Lysosomal Expression
And Regulation) est retrouvée localisée a 200 bp du site d’initiation de la transcription (TSS) du géne
GBA indiquant que la transcription de GBA peut étre régulée par le facteur de transcription TFEB

(Sardiello et al., 2009). Ce facteur qui appartient a la sous-famille MiT avec MITF (MIcrophthalmia-

associated Transcription Factor) et TFE3 (Transcription Factor Binding To IGHM Enhancer 3) est décrit

comme le « master regulator » de la biogenése et des fonctions lysosomales.
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Figure 7. Roles de TFEB.
TFEB est le facteur de transcription régulant la biogenese de I'autophagosome et du lysosome ainsi
qgue de leur fusion (Ballabio and Bonifacino, 2020). Il régule les fonctions lysosomales en activant
notamment la transcription des génes des hydrolases lysosomales comme GBA.

La régulation de TFEB dépend de son état phosphorylé ou non. Inactif, TFEB est cytosolique et
phosphorylé. Sa phosphorylation peut étre effectuée par 2 protéines : mTORC1 (mammalian target of

rapamycin complex 1) ou MAPK (mitogen-activated protein kinase) et survient en condition d’apport
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en nutriment. A jeun ou en cas de dysfonction lysosomale, TFEB est déphosphorylé et transloqué dans

le noyau ou il active la transcription des génes cibles (Ballabio and Bonifacino, 2020) (Figure 8).
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Figure 8. Régulation de TFEB.

L’activation de TFEB, c’est-a-dire sa translocation dans le noyau dépend de signaux de I’environnement
tels que le jeune ou le stress du RE. La phosphorylation est le mécanisme de régulation de TFEB dont
le principal acteur est mTORC. Phosphorylé (notamment sur la sérine211), TFEB est séquestré dans le
cytoplasme et inactif alors que déphosphorylé il devient actif, transloque dans le noyau et active la
transcription des génes cibles (Ballabio and Bonifacino, 2020).

3. La GCase

La GCase est synthétisée dans le RE ou la protéine subit 4 N-glycosylations sur les résidus N58, N98,

N185 et N309 (Berg-Fussman et al., 1993) dont seule la glycosylation de la N58 est essentielle pour
I'activité catalytique, puis est transportée dans I'appareil de Golgi (Figure 9A). Cette protéine est

constituée de trois domaines non contigus (Dvir et al., 2003) : le domaine | (résidus 40-66 et 422-453)

est composé de trois feuillets B-plissés anti-paralleles flanqués par un brin amino-terminal
perpendiculaire et une boucle. Il contient deux ponts disulfures (résidus 43-55 et 57-62), qui sont
nécessaires pour un repliement correct. Le domaine Il (résidus 69-114 et 470-536) composé de deux
feuillets B-plissés associés fermement et formant un domaine indépendant, ressemble a un repliement
de type immunoglobuline (Ig). Le domaine Il (résidus 115-420 et 455-430) est un tonneau ou (B/a)

triosephosphate isomerase (TIM barrel) qui contient le site catalytique dont les résidus essentiels E274
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et E379. Les domaines Il et lll semblent étre connectés par une charniére flexible, tandis que le

domaine | interagit étroitement avec le domaine Ill (Figure 9B).
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Figure 9. Structure de la GCase.

A. Représentation tridimensionnelle de la GCase (réalisée avec le site https://swissmodel.expasy.org/).
En orange sont représentés les 4 sites de N-glycosylation, en bleu, les résidus du site actif et en rouge
la localisation de I'acide aminé le plus fréquemment muté. B. Représentation schématique en 2-
dimensions de la GCase décrivant les 3 domaines ainsi que le sens des feuillets B et des hélices o, (Dvir
et al., 2003).

La protéine mature est ensuite transportée jusqu’au lysosome par la liaison a la protéine LIMP2
(Lysosomal Integral Membrane Protein 2), ce qui différe des autres enzymes lysosomales dont le

transport dépend de I'ajout d’'un mannose-6-phosphate (Reczek et al., 2007). La protéine LIMP2 est

codée par le géne SCARB2, dont les mutations sont responsables d’un syndrome AMRF (Action
myoclonus-renal failure) comprenant une épilepsie progressive myoclonique, une glomérulosclérose

focale et une ataxie (Berkovic et al., 2008; Dibbens et al., 2016; Dubot et al., 2021). Bien que le déficit

en LIMP2 entraine un défaut de transport de la GCase aux lysosomes avec sécrétion de I'enzyme dans
le milieu extracellulaire, le tableau clinique est différent de celui d’'un déficit en GCase qui est

responsable de la maladie de Gaucher (Partie I.B).

L'acidité du contenu lysosomal entraine ensuite la dissociation de LIMP2 et de la GCase, qui ira se

localiser a la face interne de la membrane lysosomale (Schroder et al., 2007).
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4, Les autres GCases

Dans les cellules de mammiféres, deux autres isoformes existent : la GCase2 et la GCase3. La GCase
2 est une enzyme non lysosomale, associée a la surface membranaire cytosolique du RE et du cis-Golgi,

proche du site de synthése du GlcCer (Boot et al., 2007). Elle aurait la méme fonction catalytique que

la GCase et pourrait avoir un réle dans la régulation de la synthese des GSL (Korschen et al., 2013)

(Figure 13) . Elle est codée par le géne GBA2 porté par la région chromosomique 9p13.3. Le déficit de
la GCase 2 chez des souris est responsable d’une infertilité des males, et une accumulation du GlcCer
est retrouvée en dehors des lysosomes dans des vésicules dans le foie et les testicules (Yildiz et al.,
2006). Par contre, les patients porteurs de mutations homozygotes de GBA2 présentent un tableau de

paraplégie spastique héréditaire (SPG46) (Sultana et al., 2015).

La GCase 3, nommée aussi la protéine apparentée a Klotho ou la B-glucosidase cytosolique humaine
(hCBG), appartient a la famille des B-glucosidases, qui est capable d’hydrolyser une large variété de
substrats osidiques associés a un groupe hydrophobe. Elle permettrait la détoxification de

xénobiotiques glucosylés (Marques et al., 2016). In vitro, la GCase 3 semble peu active sur I’hydrolyse

du GlcCer.

5. Fonctions biologiques de la GCase

a) Activité hydrolytique

La GCase (ou glucocérébrosidase ; E.C.3.2.1.45) est une B-glucosidase acide qui hydrolyse la liaison [3-
glycosidique du GlcCer en glucose et Cer. Le Cer, qui est hydrophobe, sera ensuite déacylé par la

céramidase acide (ACDase) en So pour ensuite sortir du lysosome (Figure 5).
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Figure 10. Hydrolyse du GlcCer par la GCase.

Cer, céramide; FA, acide gras ; Glc, glucose.

Cette hydrolyse nécessite la présence d’'un cofacteur protéique, la saposine C (SapC) et de

phospholipides chargés négativement (Lieberman, 2011; Wilkening et al., 1998) (Figure 11). La SapC

permettrait la liaison pH-dépendante de I'enzyme avec le GlcCer. Elle provient du clivage protéolytique
d’une protéine précurseur, la prosaposine, codée par le gene PSAP, dont les mutations entrainant une
perte de fonction sont responsables d’un tableau clinique comparable au déficit de la GCase

responsable de la maladie de Gaucher (cf. Partie I.B) (Tamargo et al., 2012).
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Figure 11. Action de la GCase et de la ACDase sur leurs substrats.

A pH acide, les enzymes lysosomales cationiques comme la GCase et I’ACDase se lient a la membrane
interne lysosomale enrichie en BMP chargé négativement et ont leur activité catalytique exacerbée
par la présence d’activateur comme la SapC pour la GCase et la SapD pour I’ACDase. BMP,
bis(monoacylglycero)phosphate; Sap-D, saposine D; Sap-C, saposine C (Schulze and Sandhoff, 2014).
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L'activité catalytique de la GCase peut étre inhibée de facon irréversible in vitro (mais aussi chez
I’animal) par plusieurs drogues comme le conduritol B epoxide (CBE) ou le cyclophellitol (Kuo et al.,

2019) (Figure 12).

Ho O HO 0
CAS (N

OH
Conduritol B epoxide Cyclophellitol
(CBE) 1 (CP)2

Figure 12. Structure de certains inhibiteurs de la GCase (Kuo et al., 2019).

Le déficit de I'activité enzymatique de la GCase secondaire a des mutations constitutionnelles
pathogenes homozygotes ou hétérozygotes composites du gene GBA est responsable d’une maladie

lysosomale appelée la maladie de Gaucher (cf. Partie I.B.).

b) Transglucosylation

Des observations tres récentes montrent que la GCase serait capable de catalyser une réaction de
transglucosylation, permettant ainsi la synthése ou la dégradation de stérylglucosides (Akiyama et al.,
2013). La GCase pourrait former du glucosylcholestérol (GlcChol) quand la concentration intra-
lysosomale de cholestérol (Chol) augmente, ce qui est le cas dans la maladie de Nieman-Pick type C

(Heybrock et al., 2019; Margues et al., 2016). Cependant en condition normale, la GCase dégraderait

le GlcChol alors que la GCase 2 (cytoplasmique) synthétiserait le GlcChol. Ce rdle versatile de la GCase
dépendrait des concentrations locales des donneurs de glucose (GlcCer ou GlcChol) et des accepteurs
de glucose (Cer et Chol). Toutefois, le réle de ces stérylglucosides reste encore inconnu. lls seraient

présents dans le thymus, le nerf sciatique, le cerveau et les poumons de souris (Marques et al., 2016)

(Figure 13).
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Figure 13. GCase et transglucosylation.

A. Structure du GlcChol. B. La GCase2 hydrolyserait le GlcCer présent au niveau des membranes du RE
et de I'appareil de Golgi et pourrait aussi transférer le Glc sur le Chol formant du GlcChol alors que
dans le lysosome, en condition normale, la GCase (GBA1) hydrolyserait le GlcCer ainsi que le GlcChol.
Dans la maladie de Niemann Pick type C (NPC), la GCase aurait toutefois la capacité de former du
GlcChol car la concentration de Chol intralysosomale augmente. La protéine CERT est la protéine de
transport non vésiculaire du Cer depuis le RE vers I'appareil de Golgi ; FAPP2, four-phosphate adaptor
protein 2 est la protéine de transport du GlcCer au travers de I'appareil de Golgi (Akiyama and
Hirabayashi, 2017).

6. La GCase au niveau cutané

A coté de sa fonction dans le lysosome, la GCase a la capacité d’hydrolyser le GlcCer en dehors de la
cellule. Cette fonction constitue un roéle majeur dans la composition de la peau et I'homéostasie
cutanée. L'épiderme est un épithélium de revétement, stratifié, pavimenteux et kératinisé. C’'est la
couche la plus superficielle de la peau, en contact avec I'extérieur qui assure la fonction essentielle de
barriére. L'épiderme assure aussi une protection vitale vis-a-vis de la déshydratation et de la
pénétration d’agents infectieux, chimiques ou physiques comme les rayons ultraviolets (UV).
Brievement, il est composé de quatre types cellulaires: les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules
de Langerhans et les cellules de Merkel, et est constitué de 4 couches épidermiques qui sont, de la
profondeur vers la superficie : la couche basale, la couche de Malpighi ou couche spiculée, la couche

granuleuse et la couche cornée (Figure 14).

33



Cornéocytes
Couche cornée

Grains de kératohyaline
Couche granuleuse

Desmosomes

Kératinocytes

Couche spiculée
- Cellules de Langerhans

- Mélanosomes

Couche basale

— Mélanocytes

Figure 14. Structure de I'épiderme (Servier Art Medical)

La couche cornée correspond a des kératinocytes différenciés en cornéocytes. Ces derniers sont des
cellules anucléées formant des lamelles qui perdent progressivement leur cohésion et desquament.
Ces cellules sont maintenues dans une matrice extracellulaire lipidique, constituée d’environ 50% de

Cer, 25% de Chol, 15% d’acides gras libres et un peu de phospholipides (Feingold and Elias, 2014). Cette

répartition est essentielle a la rétention d’eau et aux mouvements électrolytiques (Rinnerthaler et al.,

2013). Cette matrice proviendrait du contenu des corps lamellaires (CL) des kératinocytes de la couche
granuleuse. Ces CL, appartenant a la famille des LRO, contiennent des précurseurs lipidiques comme
le GlcCer, et également des enzymes telles que la GCase. Ainsi, une fois leur contenu libéré dans le
milieu extracellulaire, la GCase hydrolyse le GlcCer en Cer participant a la fonction protectrice de la

peau (Figure 15).
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Figure 15. Role de la GCase dans I'épiderme (van Smeden et al., 2014).

Représentation schématique des étapes enzymatiques permettant la formation de la matrice
extracellulaire lipidique de la couche cornée. En bleu sont nommées les enzymes.

FAS, fatty acid synthase; ELOVL, elongation of very long chain fatty acids family (1 to 7); SCD,
stearoylCoA desaturase; SPT, serine palmitoyltransferase; KSR, 3-ketosphinganine reductase; (A)GPAT,
(acyl)glycerol-3-phosphate acyltransferase; CERS, ceramide synthase family (1 to 6); DES,
dihydroceramide desaturase (1 and 2); GCS, glucosylceramide synthase; SMS, sphingomyelin synthase;
SULT, cholesterol sulfotransferase type 2B isoform 1b; CSase, cholesterol sulfatase; PLA-
2,phospholipase; B-GCase, B-glucocerebrosidase; aSMASe, acid sphingomyelinase.
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B. Maladie de Gaucher

La maladie de Gaucher, due au déficit fonctionnel de la GCase, est une maladie autosomique récessive
décrite par Philippe Gaucher (Gaucher, 1882) et serait la plus commune des maladies de surcharge

lysosomale (Stirnemann et al., 2017).

1. Epidémiologie

La maladie de Gaucher est une maladie rare avec une incidence entre 0,4 et 5,8 sur 100 000 habitants
pouvant atteindre 1/800 naissances dans la population juive Ashkénaze et une prévalence variant de

0,70 a 1,75 pour 100 000 habitants (Nalysnyk et al., 2017; Stirnemann et al., 2017). En France, en 2012,

I'incidence était de 1 sur 50 000 naissances et la prévalence était de 1/136 000 (Stirnemann et al.,

2012).

2. Tableau clinique

La maladie de Gaucher présente une hétérogénéité clinique importante. Trois phénotypes cliniques

sont définis selon la présence et la sévérité de signes neurologiques.

a) Type 1 ou forme non neuropathique

Le type 1 représente la forme la plus commune avec une prévalence de 90-95% en Europe et en

Amérique du Nord (Stirnemann et al., 2017). La présentation est variable, allant du tableau

cliniquement asymptomatique aux formes plus séveres avec un début précoce dans I’'enfance. Le type
1 est caractérisé par une hépatosplénomégalie, des cytopénies (anémie et thrombopénie), des
anomalies osseuses (déformations osseuses en flacon d’Erlenmeyer, ostéopénie, fractures
pathologiques, infarctus osseux, ostéonécrose) et des anomalies pulmonaires mais sans atteinte

neurologique. Les patients développent aussi des douleurs chroniques et une fatigue.
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b) Type 2 ou forme neuropathique

Le type 2 représente moins de 5% des patients et se caractérise par une atteinte neurologique sévére
et précoce entrainant une neurodégénérescence rapide (débutant généralement entre 3 et 6 mois)

(Stirnemann et al., 2017). Les patients meurent généralement dans les 3 premieres années de vie.

Le tableau clinique est dominé par des signes de neurodégénérescence comme |'arthrogrypose,
I'apnée, I'hypertonie, I’hypokinésie, le strabisme pouvant évoluer vers I'épilepsie et I'opisthotonos,
des signes d’atteinte bulbaire, et une paralysie oculomotrice supra nucléaire horizontale.

L'hépatosplénomégalie et les anomalies cytologiques sont également retrouvées (Weiss et al., 2015).

On distingue dans le type 2 les formes périnatales Iétales : I’hydrops fetalis et le bébé collodion. Ce
dernier présente un phénotype cutané particulier dans lequel le nouveau-né est enveloppé dans une
membrane rigide, tendue et vernissée ressemblant a une pellicule de collodion séchée. Il s’agit d’un
état transitoire, évoluant en quelques semaines vers une ichtyose de forme variable. Cette forme

particuliere montre le r6le important de la GCase dans la biologie de la peau (cf. Partie I.A.6).

c) Type 3

Le type 3 présente une atteinte viscérale avec une hépatosplénomégalie et une atteinte neurologique
mais contrairement au type 2, cette atteinte débute plus tardivement (8 ans) et est lentement

progressive (Stirnemann et al., 2017). La présentation clinique de ce type est trés hétérogéne. La forme

la plus caractéristique présente une atteinte systémique sévére avec une paralysie oculomotrice

supranucléaire horizontale avec ou non un retard psychomoteur.

Ce large spectre clinique peut rendre le diagnostic difficile avec un risque d’errance et donc de
complications. Cependant, le diagnostic positif est relativement accessible et repose sur le dosage de

I’activité résiduelle de la GCase et sur I'analyse moléculaire du gene GBA.
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3. Diagnostic biologique

a) De certitude

Le dosage de l'activité enzymatique résiduelle de la GCase est réalisé sur des cellules de type

leucocytes, fibroblastes, trophoblastes, cellules amniotiques ou dans le plasma (Nguyen et al., 2019).

Dans la maladie de Gaucher, une nette diminution de I’activité résiduelle est retrouvée. Le diagnostic
reposera ensuite sur l'identification de mutants pathogénes dans le gene GBA. Plus de 450 mutations
causales sont décrites, dont 70% sont des substitutions ponctuelles se situant dans I’'exon 8 et 9

(Hruska et al., 2008). Le reste étant des mutations non-sens, des insertions-délétions, ou encore des

alleles complexes comme des événements de recombinaisons de type conversion génique avec le
pseudo-géne en raison de leur proximité géographique et leur haut degré de similitude (transfert de

séquence de GBAP vers GBA) amenant a une séquence aberrante (Zampieri et al., 2017)).

La corrélation génotype-phénotype n’est pas totalement établie et un méme génotype peut étre
associé a des phénotypes différents. Quelques mutations seulement sont associées a un type et au
pronostic de la maladie, comme les mutations p.N409S (anc. p.N370S) associée au type 1 et p.L483P

(anc. p.L444P) associée au type 2.

D’autres marqueurs peuvent étre dosés pour établir le diagnostic, le pronostic et le suivi sous

traitement.

b) Dosage de marqueurs de I'activation macrophagique

La chitotriosidase est un marqueur de I'activation macrophagique dont I’activité augmente nettement

dans la maladie de Gaucher (x 600 comparé a des sujets contrdles) (Hollak et al., 1994). La mesure de

I'activité plasmatique de cette hydrolase est réalisée pour le diagnostic ainsi que pour le suivi des
patients traités, car elle diminue sous traitement. Cependant, certains individus présentent un variant

(une duplication de 24pb dans I’exon 10) dans le géne de la chitotriosidase CHIT1, a Iétat hétérozygote
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ou homozygote, responsable d’un déficit partiel ou total de I’activité, qui est non pathogene. Dans ce

cas particulier, la mesure de I'activité chitotriosidase n’est pas contributive.

Le CCL18 (aussi nommé PARC pour Pulmonary and Activation-Regulated Chemokine) est une

chimiokine sécrétée par les macrophages dont le taux plasmatique augmente dans la maladie de

Gaucher (x 10-50 comparé a des sujets controles) (Boot et al., 2004; Deegan et al., 2005). Comme la

chitotriosidase, ce dosage est utile au diagnostic (Figure 16) ainsi qu’au suivi sous traitement.
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Figure 16. Taux plasmatique (ng/ml) de CCL18 chez les patients Gaucher versus témoins (Boot et al.,
2004).

Suite a I'analyse du protéome de rate de patients atteints par la maladie de Gaucher, un nouveau
biomarqueur a été identifié : la glycoprotéine gpNMB dont I'expression est augmentée dans cette

pathologie (Kramer et al., 2016) (Figure 17). Sa fraction soluble a été validée comme un nouveau

biomarqueur de la maladie de Gaucher (Murugesan et al., 2018). GpNMB est sécrétée par les cellules

de Gaucher et refléterait la surcharge lipidique des macrophages. A notre connaissance, ce dosage

n’est cependant pas utilisé en pratique.
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Figure 17. Taux plasmatique (ng/ml) de la fraction soluble de gpNMB chez les patients Gaucher type
1 versus témoins (Kramer et al., 2016).

c) La glucosylsphingosine ou Lyso-gb1

Méme si le dosage plasmatique du GlcCer permet de distinguer les sujets atteints de la maladie de

Gaucher des sujets sains (Groener et al., 2008), le dosage d’un autre lipide appelé glucosylsphingosine

(GlcSph ou Lyso-gb1) est beaucoup plus discriminant, ce qui en fait un biomarqueur tres spécifique et

sensible (Dekker et al., 2011a; Rolfs et al., 2013) (Figure 18). Le taux moyen chez les patients Gaucher

est 224nmol/L (Pettazzoni et al., 2017). A noter que le taux n’est pas augmenté chez les patients

hétérozygotes (Rolfs et al., 2013) (Figure 19). L’origine de ce lipide est expliquée dans la partie .I.B.4.a).

B
4 _ Glucosyisphingosine ‘ Glucosylceramide 1
# = 00001 |
10004 . ‘ 1000
= n.';::'-c |
- 3@5 o il
£ . | - 3
L] -
% 'a | see . .§
B 104 ° ! i 10 ©
s
| daat
St |
1 Hrfett L,
|
0.1 4 01

GI.II:hIBf patients Cor:imls Gmd't[e«plﬁmh Corlmuls

Figure 18. Taux plasmatique de GlcSph (nM) et GlcCer (uLM) chez des patients Gaucher versus
témoins (Dekker et al., 2011a).
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Figure 19. Taux plasmatique de GlcSph (ng/ml) dans différentes cohortes.

Taux plasmatique de GlcSph (ng/ml) chez des patients porteurs d’'un mutant de GBA (Gaucher carrier),
chez des patients Gaucher et chez des patients atteints par d’autres maladies de surcharge lysosomale
comparé a des individus controdles. La ligne horizontale indique le seuil pathologique (12 ng/ml) (Rolfs
et al., 2013).

4. Physiopathologie

La physiopathologie de la maladie de Gaucher n’est pas encore totalement élucidée mais de trés

nombreux travaux ont été réalisés afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu.

a) Toxicité directe du GlcCer et de la GlcSph

L'analyse anatomopathologique de rate et de foie de patients Gaucher retrouve une organomégalie
avec une infiltration de grandes cellules de surcharge associée a une inflammation (Carubbi et al.,

2020; James et al., 1981). Ces grandes cellules sont des macrophages surchargés en GlcCer appelées

cellules de Gaucher. Ces macrophages sont les principales cellules atteintes en raison de leur role de
phagocytose des globules rouges contenant beaucoup de GSLs, générateurs de GlcCer. L’accumulation
du GlcCer dans les macrophages transforme ces derniers en cellules de Gaucher, qui sont de grandes
cellules (20 a 100um) avec un noyau excentré, une chromatine dense et un cytoplasme avec un aspect
de papier froissé, ou présentant des stries cytoplasmiques épaisses colorées au May-Griinwald Giemsa

ou avec des dépots lamellaires dits en « bulbe d’oignon » (Dalbies et al., 2009) (Figure 20).
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Figure 20. Cellules de Gaucher retrouvées au myélogramme.
Sur la photo de droite, les 2 fleches rouges montrent 2 érythrocytes phagocytés (Dalbies et al., 2009).

Des macrophages de patients Gaucher ou issus de cellules souches pluripotentes (IPSC ou induced
pluripotent stem cells) obtenues a partir de fibroblastes de patients Gaucher présentent une
accumulation de GlcCer qui diminue suite au traitement par une protéine chaperonne indiquant le role
de la GCase dans la génération de ces cellules. Ces macrophages surchargés restent efficaces quant a
leur capacité de phagocytose de bactéries mais présentent une réduction de production d’especes

réactives de I'oxygéne et de leur chimiotactisme (Aflaki et al., 2014) témoignant de modifications

fonctionnelles. En effet, ces macrophages affichent un phénotype particulier appelé alternativement

activé correspondant a des macrophages de type M2 (Boven et al., 2004). Comme décrit chez 'lhomme,

dans un modéle murin Gaucher (9V/null), I'infiltration des organes par les cellules de Gaucher est
associée a une inflammation avec une infiltration de cellules immunitaires et une production de

cytokines et de chimiokines (Pandey et al., 2014; Pandey et al., 2012; Xu et al., 2003). De plus, I'analyse

du plasma de patient Gaucher a révélé une augmentation des taux de cytokines pro et anti-

inflammatoire, dont IL-13, TNF-a, IL-10 et IL-6 (Allen et al., 1997; Boven et al., 2004; Jmoudiak and

Futerman, 2005; Lo et al., 2010; Michelakakis et al., 1996). Cela suggére que les cellules de Gaucher

pourraient participer a la survenue d’une inflammation qui expliquerait notamment les douleurs

chroniques et la fatigue (Kartha et al., 2020) ainsi que certaines complications de la maladie de Gaucher

(cf. Partie I.D).
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Une accumulation de GlcCer et de GlcSph est aussi retrouvée dans la rate et le foie de patients Gaucher

guel que soit le type ainsi que dans la moelle osseuse et dans les poumons (Burrow et al., 2015; Nilsson

et al.,, 1982; Raghavan et al., 1974). La GlcSph correspond a la forme N-déacylée du GlcCer

vraisemblablement suite a I'action de la ACDase (Ferraz et al., 2016).

GSL ' =E

GlcCer AT N Cer
| AC AC s

GlcSph _GBA1 Sph

Figure 21. Formation de la GlcSph.
GSL, Glycosphingolipides ; GlcCer, Glucosylcéramide ; Cer, céramide; FA, acide gras ; Glc, glucose. ; So,
sphingosine, AC, céramidase acide.

Cette forme est plus hydrophile que le GlcCer lui permettant de traverser les membranes et de se
retrouver dans le plasma ce qui rend la GlcSph facilement dosable et en fait donc un biomarqueur

(Revel-Vilk et al., 2020) (cf. Partie 1.B.3.c). Le traitement par enzymothérapie permet de réduire

I’'organomégalie, les cytopénies, les atteintes osseuses et les taux plasmatiques de GlcCer et GlcSph

(Weinreb et al., 2002), ce qui a été retrouvé dans un modéle murin Gaucher (9V/null) (Xu et al., 2003)

(Marshall et al., 2010). Ainsi I'hépatosplénomégalie et les cytopénies sont treés probablement

secondaires a l'infiltration des cellules de Gaucher qui sont la source de GlcCer et GlcSph.

Dans un autre modéle murin (4L/PS-NA), équivalent a un Gaucher type 3, une nette accumulation de

GlcCer et GlcSph est retrouvée notamment dans le cerveau, ce qui n’est pas le cas dans les autres
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modeéles murins (Sun et al., 2005). Ce modele développe a 10 semaines de vie des troubles

neurologiques (ataxie, tremblement jusqu’a la paralysie compléete a 20 semaines) suggérant un réle de
ces lipides dans la survenue des troubles neurologiques. Une neuroinflammation est constatée avec
une astrocytose et I'activation de la microglie au niveau du cortex et de I"hippocampe ainsi qu’une

perte neuronale dans le cervelet (Schiffer et al., 2020). Ces observations sont concordantes avec

I’étude histologique de 14 cerveaux post-mortem de patients Gaucher tout type confondu. Tous les
cerveaux présentaient des modifications au niveau de I’hippocampe (zones CA2-4) et dans les couches
corticales 3 et 5. Seul le degré d’altération semblerait permettre de différencier les sous-types avec

une astrocytose pour le type | et une perte neuronale pour les types Il et Il (Wong et al., 2004). La

présence de cellules de Gaucher a également été décrite dans cette étude au niveau péri-vasculaire
de tous les patients et en plus dans le parenchyme de I’hippocampe et du striatum chez les patients

Gaucher type 2 (Wong et al., 2004). Dans le modele murin neuronopathique de Gaucher

(Gbaflo¥flox :nestin-Cre) (Enquist et al., 2007) oU seuls les neurones, astrocytes et oligodendrocytes

présentent un défaut de GCase, une surcharge en GlcCer dans les neurones, et une production de
cytokines (IL-13, TNFa) par la microglie (dont la GCase est normale) ont été observées (Vitner et al.,
2012). Cela suggéere que I'atteinte de la microglie n’est pas le premier évéenement dans la pathogénie
des troubles neurologiques mais elle serait secondaire a la surcharge en GlcCer des neurones
suggérant une communication du neurone vers la microglie. La GlcSph n’a pas été dosée dans ce
modele mais pourrait étre ce moyen de communication. En effet, les cerveaux de patients Gaucher de
type 2 présentent des taux tres élevés de GlcSph par rapport aux deux autres formes (Orvisky et al.,
2002). Cela a été reproduit dans un modele murin de Gaucher type 2 qui retrouvait en plus une

augmentation de la GlcSph in utero (Orvisky et al., 2000). L’étude in vitro de I'effet de la GlcSph sur les

neurones montre un effet toxique générant des dysfonctions cellulaires ainsi que de la mort (Schueler
et al., 2003). Toutes ces données suggerent le réle potentiel du GlcCer et de la GlcSph dans la

neurodégénérescence et la neuroinflammation retrouvées dans le type 2 et 3.
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De plus, dans des neurones obtenus par différenciation d’iPSC provenant de fibroblastes Gaucher, un
blocage de l'autophagie avec une altération des fonctions lysosomales et une diminution de
I’expression de TFEB sont retrouvées ; les deux sont rétablis par le traitement par enzyme substitutive.
De plus, I'inhibition de la GCS en vue de diminuer I'accumulation de GlcCer rétablit les fonctions
lysosomales. Ces résultats évoquent le role de I'accumulation du GlcCer secondaire au déficit en GCase

dans I'altération de la voie autophagique (Awad et al., 2015). Dans un autre travail, la diminution de

I’activation de TFEB observée serait secondaire a une hyperactivité de mTOR qui est réversée par

I'inhibition de la GCS (Brown et al., 2019). Ces anomalies ont été retrouvées dans des PBMC (peripheral

blood mononuclear cell) de patients Gaucher (lvanova et al., 2019). De plus, dans un modeéle drosophile

de Gaucher neuropathique, I'altération de I'autophagie participerait au développement de la

neurodégénérescence (Kinghorn et al., 2016). Enfin, une hypothése a été proposée selon laquelle la

survenue des troubles neurologiques résulterait de I'accumulation secondaire de protéines
polyubiquitinylées non dégradées en raison d’un défaut de I'autophagie, liée a I'accumulation des

lipides (Kinghorn et al., 2016).

D’autres métabolites pourraient s’accumuler secondairement a la surcharge en GlcCer/GlcSph. En
effet, dans un modele de macrophages THP-1 traités au CBE, I'accumulation de GlcCer entraine
I’'accumulation secondaire de lipides perturbant le trafic endo-lysosomal et générant un engorgement

lipidique (Hein et al., 2007). L’accumulation secondaire d’autres GSL dans la membrane plasmique

modifie les propriétés membranaires avec une diminution de la fluidité et de I'’endocytose ainsi que la

composition des rafts lipidiques pouvant perturber des voies de signalisation (Batta et al., 2018). Le

GlcCer retrouvé dans les cerveaux Gaucher proviendrait du catabolisme des gangliosides, appartenant
a la famille des GSL et une augmentation du ganglioside GM3 serait retrouvée dans les cerveaux de

patients Gaucher (Nilsson and Svennerholm, 1982). Dans le plasma, cette élévation serait associée a

I'insulinorésistance décrites chez certains patients Gaucher (Ghauharali-van der Vlugt et al., 2008).
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Enfin, une élévation du taux plasmatique de GlcChol est décrite chez des patients Gaucher type 1 non
traités et symptomatiques ; ce taux diminue sous traitement par un inhibiteur de la GCS (éliglustat)

(Marques et al., 2016). Le role de ces stérylglucosides reste inconnu dans la pathogénie de la maladie

de Gaucher.

Dans la majorité des cas de maladie de Gaucher, les mutations pathogénes ne sont pas a l'origine d’une

altération du site catalytique de la GCase mais a I'origine d’une protéine mal repliée.

b) Défaut conformationnel

Dans la maladie de Gaucher, les molécules de GCases mal repliées subissent une rétention variable
dans le RE, ce qui géneére un stress et met en route le systéme de dégradation liée au RE (ERAD) dans
le protéasome. La sévérité de la maladie de Gaucher serait liée a au degré de rétention et de

dégradation des GCases mutées (Ron and Horowitz, 2005). Pour un bon maintien de I’'homéostasie

cellulaire, la réponse cellulaire adaptative nommée UPR (Unfolded Protein Response) est ensuite
déclenchée via la protéine chaperonne BIP (Binding Immunoglobulin Protein) qui se lie aux protéines
mal repliées libérant les 3 activateurs suivants: PERK (PKR-like ER kinase) et son effecteur principal
elF2a (eukaryotic translation initiation factor 2, subunit ), IRE1 (inositol-requiring enzyme 1) avec
XBP1 (X box-binding protein 1) et ATF6 (activating transcription factor 6). Ceci conduit a la diminution
de la synthese protéique et la dégradation des protéines mal repliées notamment. L'échec de cette
réponse a rétablir I’homéostasie déclenche un signal dit « terminal » de 'UPR caractérisé par
I’activation de signaux de mort cellulaire. Par exemple, I’hyperactivation de PERK active |'expression
d’un facteur de transcription CHOP (C/EBP homologous protein) qui va inhiber BCL-2 (B-cell lymphoma-
2), protéine anti-apoptotique, et activer BIM, pro-apoptotique convergeant vers I'activation de la voie

intrinseque de l'apoptose (Hetz and Papa, 2018) (Figure 22). La nécroptose pourrait également

participer a la mort induite par I'UPR. Parallelement au déclenchement de la mort cellulaire, I'UPR peut

contribuer au développement de I'inflammation (Hetz and Papa, 2018).
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Figure 22. Role de I'UPR dans I’apoptose (Hetz and Papa, 2018).

Quand le RE est exposé a un stress chronique, PERK et IREla conduisent a l'activation de
I'inflammasome et de I'apoptose. Le cross-talk entre la mitochondrie et le RE participe a la régulation
de I'apoptose via les modifications transcriptionnelles et post-transcriptionnelles des protéines de la
famille BCL-2. De plus, le relargage de calcium du RE, 'augmentation de synthése protéique ainsi que
la production de ROS participent a I'induction de I'apoptose.

Dans les fibroblastes cutanés de patients Gaucher et d’individus porteur a I'état hétérozygote de
mutant GBA, I'activation de I'UPR est retrouvée avec 'activation de la chaperonne BiP et du facteur
CHOP. Cette réponse UPR ne serait pas déclenchée par I'accumulation de GlcCer mais uniquement par
les mutants mal repliés. Cela a été reproduit dans le modele drosophile de la maladie de Gaucher qui

présente des troubles neurologiques (Maor et al., 2013). La réponse UPR entrainerait également

secondairement une augmentation de la transcription du géne GBA via I'action du facteur de

transcription CHOP (Braunstein et al., 2018), ce qui probablement augmente la rétention de mutants

et donc le stress du RE. L’expression de mutant GBA dans un modeéle cellulaire de glioblastome (U87)
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retrouve I’'UPR associée a une production d’IL-1 reflétant I'activation constitutive de I'inflammasome

(Pavan et al., 2020). Ainsi la réponse UPR participerait a la neuroinflammation des patients Gaucher.

c) Adaptations métaboliques secondaires

Bien que la GCase hydrolyse le GlcCer en Cer, son déficit enzymatique chez les patients Gaucher n’est
pas associé a une diminution du taux plasmatique de Cer indiquant que le métabolisme des SL est
interconnecté et en équilibre avec des conséquences notamment sur les activités de la GCS et de la

GCase2 (Groener et al., 2008).

Peu de travaux sur la GCS ont été réalisés et seule 'augmentation de I'expression du géne UGCG a été

décrite (Pandey et al., 2017) (cf. Partie 1.D.2).

Le role de la GCase2 reste aujourd’hui indéterminé dans la physiopathologie de la maladie de Gaucher.
Une diminution seule de l'activité GCase2 (et pas de I'’expression protéique) a été décrite dans des
modeles vitro et vivo d’inhibition de la GCase et cet effet dépendrait de I'activité de GCase, uniquement
dans ce sens. La GlcSph produite dans la maladie de Gaucher pourrait étre hydrolysée par la GCase2

cytosolique et ainsi produire de la So qui pourrait inhiber directement la GCase2 (Schonauer et al.,

2017). Toutefois, dans un modele murin de Gaucher type 1 (Mx1-Cre+:GD1), I'inhibition de la GCase2

améliore le phénotype viscéral, hématologique et osseux (Mistry et al., 2014) et n’entraine pas

I’'augmentation de I'accumulation de GlcSph par rapport au modeéle GCase2 sauvage (Mistry et al.,

2014). Cela a été également reproduit dans un modele de poisson zebre (Lelieveld et al., 2019),

indiquant que la GCase2 n’hydrolyserait pas la GlcSph. Quant a GCase3, aucun rble n’a été retrouvé

jusqu’a présent (Dekker et al., 2011b).
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En conclusion, le déficit en GCase, via I'accumulation de GlcCer et/ou de GlcSph et via les mutants,
cause de nombreuses altérations cellulaires comme le défaut de clairance de protéines, de
I'inflammation ou des altérations des propriétés membranaires (Figure 23) pouvant étre a I'origine de

pathologies neurodégénératives ou malignes (cf. Parties I.C et I.D).

Mutation du géne GBA
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Figure 23. Physiopathologie de la maladie de Gaucher.

Ce schéma, inspiré de la revue de Breiden et Sandhoff (Breiden and Sandhoff, 2020), illustre les
mécanismes physiopathologiques décrits dans la maladie de Gaucher (encadrés en vert) associés aux
signes cliniques (encadrés en bleu) et les complications associées a la maladie de Gaucher (encadré en
rouge).
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5. Prise en charge thérapeutique

Parallelement a la prise en charge symptomatique, il existe 2 types de traitements médicamenteux
spécifiques de la maladie de Gaucher : 'enzymothérapie substitutive (ou ERT, Enzyme Replacement
Therapy) qui est le traitement de référence et les réducteurs de substrats (ou SRT, Substrate Reduction
Therapy). Le premier vise a restaurer la dégradation du GlcCer accumulé en apportant I'enzyme, le
second vise a limiter la synthese du GlcCer. Sans prise en charge, la morbi-mortalité augmente chez les
patients Gaucher. La maladie peut évoluer vers une fibrose hépatique et pulmonaire, des infections,

et les complications de la splénomégalie (Nguyen et al., 2019). A noter qu’aucun traitement a ce jour

n’a montré d’efficacité sur les symptémes neurologiques.

Le traitement spécifique n’est cependant pas justifié chez tous les patients atteints de la maladie de
Gaucher. La prise en charge est décidée en réunion pluridisciplinaire spécialisée du comité d’évaluation
des traitements de la maladie de Gaucher (CETG) et repose sur la présence d’un ou plusieurs critéres

clinico-biologiques (non décrits ici) (PNDS, 2015).

a) Enzymothérapie substitutive (ou ERT)

L'ERT est prescrite en premiere intention pour les formes de type 1 et 3 (PNDS, 2015). Cette thérapie
permet de corriger directement I'activité enzymatique déficiente en administrant une GCase humaine
recombinante. Deux produits sont commercialisés en France : imiglucérase (CEREZYME®, enzyme
recombinante humaine produite par des cellules CHO (Chinese hamster ovary)) et vélaglucérase alpha
(VPRIV®, enzyme dérivée de fibroblastes humains). L’efficacité et la tolérance de ces 2 protéines

recombinantes sont similaires (Weinreb et al., 2013; Zimran et al., 2013). L'administration de ces

molécules se fait par voie intraveineuse tous les 15 jours. Il existe aussi une 3®™ ERT destinée

uniguement aux patients adultes de la maladie de Gaucher : la taliglucérase alfa (ELELYSO®, enzyme
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produite par des cellules de carotte) qui n'est pas commercialisée en France, mais qui peut étre utilisée

dans le cadre d'une autorisation temporaire d’utilisation (ATU) nominative (Pastores et al., 2016).

b) Réducteurs de substrats (ou SRT)

Deux réducteurs de substrats sont aujourd’hui commercialisés en France : le miglustat (ZAVESCA®) et
I’éliglustat (CERDELGA®). Le miglustat est un iminosucre, inhibiteur de la GCS (enzyme qui synthétise
le GlcCer) (Figure 24). Il est administré par voie orale et est capable de passer la barriere
hématoencéphalique. C'est un traitement de seconde intention car souvent mal toléré sur le plan

digestif et décevant sur le plan neurologique (Weinreb et al., 2005).

L'éliglustat, un analogue du Cer, inhibe aussi la GCS de fagon plus spécifique que le miglustat (Figure
24). Les études cliniques montrent une efficacité de cette molécule versus placebo et une non-
infériorité par rapport a I'imiglucérase (Cox et al., 2015). Cette molécule est administrée par voie orale.
Elle est métabolisée par I'isoforme 2D6 du cytochrome P450 dont I’activité varie selon les patients. Le
statut métaboliseur des patients est déterminé avant mise sous traitement. Ainsi, les métaboliseurs
rapides et intermédiaires recevront 2 gélules par jour alors que les métaboliseurs lents ne recevront

gu’une gélule.

Trés récemment, le venglustat a été élaboré. Il correspond a une optimisation de I’éliglustat afin

d’atteindre le systeme nerveux central (Wilson et al., 2020) (Figure 24). Comme I’éliglustat, il est un

inhibiteur de la GCS et serait indiqué pour la forme type 3 mais aussi pour d’autres maladies
lysosomales (maladie de Parkinson associée a des mutations de GBA, maladie de Fabry, GM2

gangliosidose) (Peterschmitt et al., 2021). Un essai clinique (NCT02843035) est actuellement en cours

chez des patients Gaucher de type 1 et 3, en combinaison avec le CEREZYME.
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Figure 24. Structure des molécules SRT.

c) Greffe de moelle osseuse

Comme la physiopathologie de la maladie de Gaucher repose sur la surcharge lipidique des
macrophages, la greffe de moelle osseuse a été proposée trés tot. De nombreux cas ont été rapportés
montrant une efficacité de cette procédure sur I'organomégalie, les troubles osseux et méme sur la
détérioration neurologique dans le Gaucher de type 3. Cependant, la greffe est associée a une morbi-
mortalité tres importante liée a la procédure elle-méme. Ainsi la greffe est généralement proposée

gu’en ultime recours (Somaraju and Tadepalli, 2017).

d) Nouvelles thérapies en développement

Les thérapies actuellement disponibles (ERT et SRT) sont onéreuses et ne permettent pas le passage
des molécules thérapeutiques au travers de la barriere hémato-encéphalique ; ainsi d’autres stratégies

thérapeutiques sont en cours de développement.

La thérapie génique pourrait étre une option afin d’améliorer les troubles neurologiques. L’injection
d’un adénovirus-associé sérotype 9 (AAV9) portant le gene GBA sous le contréle d’'un promoteur
spécifique des cellules neuronales (AAV9.hSYNI.LhGBA) a été testée a J1 de vie dans un modéle murin
Gaucher neuronopathique (K14-Inl). Ces animaux présentent une durée de vie augmentée par rapport
aux souris non traitées avec une amélioration des troubles neurologiques et viscéraux et n’ont pas

développé de neurodégénérescence (Massaro et al., 2020).
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Une autre stratégie est d’amener de petites molécules pouvant passer la barriere hémato-
encéphalique. Ces molécules dites chaperonnes pharmacologiques ont été élaborées pour stabiliser
I’enzyme (empécher le mauvais repliement) et ainsi permettre son transfert du RE vers le lysosome.
On décrit des molécules compétitives, qui se lient au niveau du site actif dont les 2 plus connues sont
I'lsofagomine et I’Ambroxol. L’Ambroxol est connu comme mucolytique dans le traitement d’affections
bronchiques aigués et d’épisodes aigus des bronchopneumopathies chroniques. L'étude pilote dans
laquelle 5 patients Gaucher neuronopathiques recevaient une forte dose d’Ambroxol associée a I'ERT,
a montré I'absence de toxicité et d’effets indésirables, une augmentation de I'activité enzymatique
dans les lymphocytes, la diminution de la GlcSph dans le LCR ainsi gu’'une amélioration des troubles

neurologiques (Narita et al., 2016). Ces observations encourageantes ont mené a la mise en place

d’une étude observationnelle rétrospective actuellement en cours sur I'effet de I’Ambroxol chez les
patients Gaucher de tout type et chez les patients atteints de la maladie de Parkinson porteurs de

mutants GBA (NCT04388969) (cf. partie 1.C).

A cOté des molécules compétitives, d’autres petites molécules pourraient avoir un potentiel
thérapeutique. Des chaperonnes non-compétitives ont été identifiées (NCGC607 et NCGC758) a partir
de technique de screening haut débit sur des extraits de rates de patient Gaucher ainsi que des

inhibiteurs des acétylases des histones (HDACI) (cf. la revue (Han et al., 2020)).

Actuellement, les traitements disponibles sont principalement efficaces sur I'atteinte viscérale et peu
voire pas du tout sur 'atteinte neurologique. La prise en charge de cette atteinte constitue un enjeu
majeur, d’autant plus que la neurodégénérescence retrouvée dans la maladie de Gaucher pourrait
participer au développement de la maladie de Parkinson. En effet, des mutations de GBA a I'état
homozygote mais aussi a I'état hétérozygote sont fréquemment retrouvées chez des patients atteints
de la maladie de Parkinson et sont méme considérées comme le premier facteur de risque de cette

pathologie (Figure 23).
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C. Maladie de Parkinson

1. Présentation clinique et thérapeutique

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative complexe et progressive. En France, par

ordre de fréquence, c’est la deuxieme maladie neurodégénérative apres la maladie d’Alzheimer.

L'incidence de la maladie de Parkinson varie de 5 a 35 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants.

L'incidence augmente avec I’dge (x5 a x10 de la 6™ & la 9™ décennie) (Simon et al., 2020). En France,

d’apres I'HAS, la prévalence a été estimée, en 2005, a 827,5 pour 100 000 habitants. L’age médian au

diagnostic est environ de 60 ans (Jankovic and Tan, 2020).

Le tableau clinique comprend des signes moteurs décrivant le syndrome parkinsonien composé du
tremblement de repos, d’une spasticité plastique (roue dentée), d’'une bradykinésie voire d’une

akinésie (ralentissement moteur) et d’une instabilité posturale (Jankovic and Tan, 2020). Cependant,

une période prodomique est classiquement décrite avec des manifestations cliniques non spécifiques
telles que des troubles olfactifs, des altérations cognitives, des signes psychiatriques, des douleurs,

une fatigue, ou une dysautonomie (Jankovic and Tan, 2020).

Le diagnostic repose essentiellement sur la clinique (syndrome parkinsonien et période prodomique)
et sur la sensibilité des signes moteurs a la L-Dopa ou aux agonistes dopaminergiques. Quant au
diagnostic de certitude, il repose sur I'analyse anatomo-pathologique du cerveau qui ne peut étre bien

évidemment réalisée que post-mortem.

La maladie de Parkinson est une maladie évolutive. C’'est la deuxieme cause de handicap chez la
personne agée en raison de la progression des troubles moteurs évoluant vers une atteinte axiale et
devenant généralement résistants aux traitements. De méme, les troubles non moteurs se majorent
avec notamment la survenue de démence, source de détérioration non négligeable de la qualité de

vie.
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2. Pathogénie de la maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est caractérisée par la dégénérescence des neurones dopaminergiques a
I’origine de troubles moteurs via le déficit en dopamine. Ces neurones sont localisés dans la substance
noire compacte située dans le mésencéphale. Cette zone est nommeée substance noire en raison du

contenu en neuromélanine, qui a une fonction neuroprotectrice face au stress oxydant.

Chez la plupart des patients, il s’agit d’un processus de dégénérescence primaire (maladie de Parkinson
idiopathique), d’origine multifactorielle résultant de facteurs environnementaux comme I’exposition

aux pesticides et le mode de vie (Simon et al., 2020) et de facteurs génétiques (Puschmann, 2013).

Des inclusions intracellulaires appelées corps de Lewy contenant des agrégats d’alpha-synucléine ont
été mis en évidence par I'étude anatomo-pathologique post-mortem de cerveaux de patients atteints

de Parkinson (Okazaki et al., 1961; Spillantini et al., 1997) postulant le réle de I'alpha-synucléine dans

la pathogenése de la maladie de Parkinson.

a) L’alpha-synucléine

L'alpha-synucléine, qui est codée par le géne SNCA, est une protéine de 143 acides aminés, localisée
au niveau des terminaisons synaptiques ainsi que dans le noyau du neurone (d’ou elle tire son nom,
syn pour synapse et nucléine pour noyau). Dans la revue de Butler et al., les auteurs font la synthese
des études portant sur le réle de I'alpha-synucléine dans la neurotransmission dopaminergique et
montrent que la surexpression de I'alpha-synucléine dans les neurones pourrait vraisemblablement
interférer avec la synthese et le stockage de la dopamine, amenant a une diminution de libération de

la dopamine a l'origine des symptémes (Butler et al., 2017). La surexpression de I'alpha-synucléine

inhibe I'action de la tyrosine hydroxylase qui permet la synthése de la dopamine ainsi que la synthése
de la neuromélanine, et altere la formation des vésicules de stockage de la dopamine (VMAT2). Ces
vésicules permettent de protéger la cellule vis-a-vis des métabolites de la dopamine formés qui sont

toxiques en générant un stress oxydant (Xu et al., 2002). Enfin, des mutations dans le géne SNCA
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codant pour I'alpha-synucléine sont associées a des formes autosomiques dominantes de la maladie
de Parkinson. Trois mutations ponctuelles sont classiquement décrites p.A53T, p.A30P et p.E46K mais

les amplifications (duplications et triplications) géniques sont les plus fréquentes (Puschmann, 2013).

Le modéle murin exprimant le mutant A53T récapitule le phénotype parkinsonien (Giasson et al.,

2002).

Des agrégats d’alpha-synucléine se forment en raison d’un mauvais repliement de la protéine
devenant insoluble. L’alpha-synucléine prend alors une conformation en feuillet f permettant son
association en fibrille amyloide appelée aussi oligomeéres jusqu’a la constitution d’agrégats (Figure 25).
Le mécanisme a l'origine de cette transition est encore mal connu et constitue un enjeu pour la

compréhension et la prise en charge de la maladie de Parkinson.

Physiological conformations Pathological conformations
Multimeric Soluble ' " PB-Sheet Amyloid  Lewy bodies
membrane-bound natively unfolded oligomers fibrils
helical ci-synuclein monomer (protofibrils)
c Neurotoxic c-synuclein conformer?
N
> c € > >
— N f.
— Synaptic L ; ]
& vasicle Transcellular a-synuclein transfer
; Neuron= neuron (PD, Lewy body dementia)
SNARE-complex assembly Glia=>» glia (multiple system atrophy)

—» vesicle fusion

Figure 25. Conformations physiologiques et pathologiques de I'alpha-synucléine d’aprés (Burre et
al., 2018).

La conformation physiologique de I'alpha-synucléine est un sujet controversé. En effet, I'alpha-
synucléine est une protéine difficile a étudier par les techniques biochimiques classiques.
Généralement dans la littérature I'alpha-synucléine «physiologique » est décrite comme une protéine
monomérique de 18kDa non repliée qui prend une configuration hélicoidale lors de sa liaison avec des

lipides membranaires (Figure 25). En utilisant des techniques plus spécialisées sur des cellules intactes,
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I’équipe de Dettmer montre que l'alpha-synucléine existe sous 2 formes en équilibre a I'état
physiologique, la forme monomérique de 18kDa et la forme tétramérique de 60kDa (Dettmer et al.,
2015). La formation d’agrégat serait secondaire a une diminution du ratio tétramére/monomeére.
L'alpha-synucléine retrouvée dans la maladie de Parkinson est également phosphorylée sur le résidu

sérine 129 (P-S129 alpha-synucléine) (Fujiwara et al., 2002).

L’analyse des mécanismes impliqués dans la dégradation de I'alpha-synucléine indique que différents

mécanismes sont mis en jeu (Stefanis et al., 2019). L'autophagie médiée par les chaperonnes serait

impliquée lors de I'accumulation de I'alpha-synucléine de conformation physiologique alors que la
macroautophagie et la dégradation protéasomale seraient impliquées dans la clairance de I'alpha-
synucléine de conformation pathologique. Ainsi, une perturbation de ces systemes de dégradation
pourrait contribuer a la pathologie. En effet, I'inactivation de TFEB participerait a I'augmentation de

I’expression d’alpha-synucléine dans des neurones dopaminergiques parkinsoniens (Decressac et al.,

2013).

Aussi, de maniére intéressante, la maladie de Parkinson est reconnue comme une maladie « prion-
like », c’est-a-dire avec des agrégats d’alpha-synucléine ayant la capacité de « contaminer » les cellules
adjacentes. Cette propriété a été établie suite a I'’étude post-mortem de patients parkinsoniens greffés
avec des neurones foetaux chez lesquels des corps de Lewy étaient retrouvés a posteriori (Kordower
et al., 2008). Le mécanisme de relargage et de capture des agrégats n’est pas connu et pourrait

participer a la progression de la neurodégénérescence.

Enfin, I'alpha-synucléine est également retrouvée dans la peau des patients parkinsoniens (Rodriguez-

Leyva et al., 2017). Or, comme aucun test biologique n’existe pour le diagnostic de certitude de la

maladie de Parkinson chez le patient vivant, certains ont proposé I’utilisation de biopsies cutanées a la

recherche des formes non-phosphorylée (Gibbons et al., 2017) et phosphorylée (Surguchov, 2016) de

I'alpha-synucléine.
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b) La parkine

Le gene PARK2 codant pour la parkine est responsable de pres de la moitié des cas de maladie de
Parkinson de transmission autosomique récessive avec début précoce. Une grande majorité des
mutations de PARK2 sont responsables d’une perte de fonction de la protéine parkine (Konovalova et
al., 2015). Cette derniére est une ubiquitine ligase E3 responsable de I'ubiquitination de protéines qui
sont ensuite dégradées par le protéasome. Elle assure aussi un réle dans I’homéostasie mitochondriale
(mitophagie). La perte de fonction de parkine améne a I'agrégation de protéines mal repliées et a des

dysfonctions mitochondriales.

3. Lien maladie de Gaucher - maladie de Parkinson

a) Lien épidémiologique

Depuis les années 1980, de multiples observations cliniques ont rapporté la survenue de syndrome
parkinsonien chez des patients souffrant de la maladie de Gaucher. Puis il a été observé chez les
apparentés des patients Gaucher une proportion de maladie de Parkinson plus importante que dans

la population générale (Goker-Alpan et al., 2004). En 2009, une étude multicentrique internationale

(16 centres) menée sur 5691 patients Parkinson a mis en évidence 7% de porteurs d’'un mutant du

géne GBA, confirmant ainsi cette association (Sidransky et al., 2009) (Figure 26).
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Figure 26. Risque relatif de porter une mutation GBA chez les patients parkinsoniens (Sidransky et
al., 2009).
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Aujourd’hui la présence d’'un mutant GBA, a I'état hétérozygote ou homozygote, constitue le principal
facteur de risque de développer une maladie de Parkinson avec un risque relatif supérieur a 5 (Kalia

and Lang, 2015). Les patients souffrant de la maladie de Parkinson ayant des mutations de GBA

sembleraient présenter un début plus précoce ainsi que davantage de signes neuropsychiatriques

(Chahine et al., 2013).

Plusieurs mécanismes peuvent étre évoqués pour expliquer le lien entre ces 2 pathologies. Le premier
mécanisme repose sur le lien entre la perte de fonction de la GCase et I'augmentation de |'expression

de I'alpha-synucléine.

b) Alpha-synucléine

Dans différents modeles cellulaires ou I'activité de la GCase est déficitaire, 'augmentation de GlcCer

et de GlcSph est associée a une augmentation de I'expression de I'alpha-synucléine (Mazzulli et al.

2011; Sun et al., 2015). Le GlcCer qui s’accumule secondairement favoriserait la transition de I'alpha-

synucléine vers la conformation amyloide. De plus, la surexpression d’alpha-synucléine semblerait
inhiber le transport de la GCase du RE vers le lysosome, accentuant le déficit fonctionnel en GCase

(Mazzulli et al., 2011) créant ainsi un cercle vicieux. Une altération de la dégradation protéique

lysosomale est également observée ainsi que de la neurotoxicité (Sun et al., 2015).

Cependant, certaines études montrent I'absence de lien entre la perte de I'activité catalytique (par
I'inhibition pharmacologique par CBE) et I'expression d’alpha-synucléine dans des modeles cellulaires

de neuroblastome (SH-SY5Y) et dans une lignée primaire de neurones de rat (Cullen et al., 2011;

Dermentzaki et al., 2013; Zurbruegg et al., 2019). Seule I'inhibition génétique par un siARN dirigé

contre le gene GBA générerait une augmentation de I'expression de I'alpha-synucléine, un effet qui

peut étre corrigé par I'ERT (Velaglucerase alfa, Vpriv ®) (Zurbruegg et al., 2019). Ces travaux suggerent

que I'expression de I'alpha-synucléine serait liée au niveau d’expression de la GCase mutée et non pas
a son niveau d’activité catalytique. Cette hypothése est renforcée par le fait que méme les porteurs de

mutations du gene GBA a I'état hétérozygote sont plus a risque de développer la maladie de Parkinson.
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L'augmentation de I'expression d’alpha-synucléine est reproduite dans un modele neuronal
parkinsonien hétérozygote pour le mutant GBA p.N409S qui présente un stress du RE avec UPR et une
dysfonction lysosomale associés a I'augmentation du relargage de I'alpha-synucléine dans le milieu

extracellulaire (Bae et al., 2014; Fernandes et al., 2016). Dans des neurones obtenus par différenciation

d’iPSC provenant d’un patient parkinsonien, I'interaction physique entre I'alpha-synucléine et la GCase
mutée ainsi qu’avec le GlcCer et la GlcSph accélére la formation d’agrégat. Cela a été montré

également avec la P-5129 alpha-synucléine (Taguchi et al., 2017). Un travail récent montre que I'effet

de la diminution de I'activité catalytique de la GCase aurait plutot un effet sur une agrégation pré-

existante (Henderson et al., 2020). Enfin, trés récemment il a été rapporté que les mutations de GBA

déséquilibrent le ratio tétrameére/monomeére d’alpha-synucléine favorisant son agrégation. Dans un
modele murin de Parkinson, la transduction du géne GBA sauvage a J1 de vie normalise le ratio et

améliore la fonction lysosomale ainsi que les signes cliniques (Glajch et al., 2021).

En somme, tous ces résultats montrent le réle des mutations du géne GBA dans la constitution et/ou
la propagation des agrégats d’alpha-synucléine, qui jouent un réle dans la neurodégénérescence

retrouvée dans la maladie de Parkinson (Figure 27).
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Figure 27. Hypothéses physiopathologiques reliant les mutations de GBA au développement de la
maladie de Parkinson via I’alpha-synucléine.

Toutefois, les mutants GBA pourraient également participer a la pathogénie de la maladie de Parkinson

en interagissant avec la parkine.
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c) Interaction avec la parkine

Comme décrit précédemment (cf. Partie I.B.4.b), les molécules de GCases mal repliées subissent une
rétention variable dans le RE mettant en route le systeme ERAD. La parkine, une ubiquitine ligase E3,
appartient a ce systeme et sa perte de fonction est impliquée dans la survenue de maladie de Parkinson

précoce. L'équipe d’Horowitz (Ron et al., 2010) a montré une interaction physique possible entre la

parkine et la GCase mutée et sauvage mais seule la GCase mutée pourrait étre dégradée par le
protéasome. La liaison de la GCase mutée a la parkine conduirait a une compétition avec ses substrats
naturels pouvant amener a I'accumulation secondaire des substrats de la parkine (PARIS, ARTS)

pouvant entrainer I'apoptose des cellules neuronales (Bendikov-Bar et al., 2014). Enfin, la parkine

favorise, en présence d’un inhibiteur du protéasome (MG132), la formation de structures « aggresome
like » constituées de GCase mutée. La constitution de ces structures est une réponse cellulaire face a
I"accumulation de protéines mal repliées, afin de les séquestrer et éviter une potentielle toxicité

cellulaire (Ron et al., 2010). Au total, ces données suggerent un réle causal de la GCase mutée (mal

repliée) dans la maladie de Parkinson.
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Bien que cela semble paradoxal, les pathologies neurodégénératives et cancéreuses partagent des
mécanismes physiopathologiques communs (Figure 28). En plus d’une association avec la maladie de
Parkinson, la survenue de cancers chez les patients atteints de la maladie de Gaucher est décrite dans

la littérature.
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Figure 28. Mécanismes spécifiques et communs des maladies neurodégénératives et malignes (Seo
and Park, 2020).
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D. Cancers

A l'origine de prés de 10 millions de décés en 2020, le cancer est 'une des principales causes de
mortalité dans le monde (données de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)). Le taux d’incidence
standardisé sur I'dge differe selon les continents dont le taux le plus élevé est en Océanie et le plus bas

en Afrique (Figure 29).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, all cancers, both sexes, all
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Figure 29. Taux d'incidence et de mortalité standardisés sur I'age des cancers en 2020 dans chaque
continent.

Ce graphique représente le taux d'incidence (en bleu) et le taux de mortalité (en rouge) standardisés
sur I'age des cancers pour chaque continent. Les taux sont exprimés pour 100 000 habitants. Données
issues du Globocan 2020 (https://gco.iarc.fr/).

1. Lien épidémiologique

Ces 30 dernieres années, I'association entre maladie de Gaucher et cancer a été fréquemment décrite.
En effet, plusieurs études de cas ont rapporté le développement d’hémopathies comme le myélome
multiple, les gammapathies, les MGUS (Monoclonal gammopathy of undetermined significance), les

leucémies aigués et chroniques ainsi que le lymphome de Hodgkin (Benjamin et al., 1979; Bruckstein

et al., 1980; Burstein et al., 1985; Chang-Lo et al., 1975; Corbett et al., 1987; Garfinkel et al., 1982).

Outre les hémopathies, des tumeurs solides sont également décrites chez les patients Gaucher (Arends
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et al., 2013; de Fost et al., 2006; Murugesan et al., 2016; Taddei et al., 2009) y compris le mélanome

dont le risque relatif est estimé entre 2,26 et 3,07 (Landgren et al., 2007; Taddei et al., 2009).

Le Tableau 1 reprend toutes les études publiées cherchant a établir le risque de développer des cancers

chez les patients Gaucher et montre un risque relatif variant de 0,79 a 3,6 (Dubot et al., 2020). Cette

variabilité pourrait étre expliquée par les différences démographiques de ces différentes cohortes
(origine ethnique, age) et la proportion des patients sous ERT. Un potentiel effet protecteur de 'ERT a

été suggéré (de Fost et al., 2008) mais n’est pas fermement établi. Les patients Gaucher auraient un

plus fort risque de développer des carcinomes hépatocellulaires, des myélomes multiples et des

hémopathies (Arends et al., 2013; Shiran et al., 1993). Parmi les 658 patients Gaucher du registre

francais de la maladie de Gaucher (Stirnemann et al., 2012), 27 patients avec une maladie de Gaucher

type 1 présentaient au moins un cancer : 22 tumeurs solides et 10 hémopathies (Tableau 2 et Tableau

3) (Stirnemann, 2019). Dans le groupe de patients avec cancer, 59% étaient sous ERT indiquant que la

correction du déficit enzymatique ne réduirait pas le risque de survenue des pathologies malignes. A
noter que 5 patients ont présenté un autre cancer, ce qui a déja été rapporté, soit aprés splénectomie,

soit sous ERT (Landgren et al., 2007; Lo et al., 2010; Taddei et al., 2009). Ces observations suggerent

gue la maladie de Gaucher pourrait étre une condition prédisposante au cancer.
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Tableau 2. Caractéristiques des patients Gaucher ayant développé un (ou plusieurs) cancer (Dubot
et al., 2020).

Données issues du registre francais de la maladie de Gaucher (GD) représentant 658 patients.

Number of
patients studied
GD patients included 27
Median age of first symptoms (years) 35 (6 —64) 14
Median time of follow-up of GD (years) 31.3(5.3-74.3) 27
Female patients (%) 70 27
Patients with additional case among relatives 9 27
Gaucher type 1 27 27
Patients without genotype 7 27
Patients with full genotype 17 27
N370S/N370S 2 20
L444P/L444P 0 20
L444P/N370S 4 20
N370S/other 9 20
L444P/other 0 20
Patients with splenectomy 12 27
Patients with >1 bone event 18 26
Patients previously treated prior to inclusion 16 27
Treatment duration (years) 1(0.1-7.3) 16
Imiglucerase 12 16
Velaglucerase 1 16
Alglucerase 2 16
Miglustat 1 16
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Les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore bien connus mais I'environnement inflammatoire et

le défaut d’autophagie pourraient contribuer a ce lien.

2. Inflammation chronique et dérégulation immunitaire

La présence d’une inflammation chronique contribue a I'’émergence de pathologies malignes (Singh et
al., 2019). Une inflammation chronique ainsi qu’'une dérégulation du systéme immunitaire sont
décrites dans la maladie de Gaucher. En effet, I'analyse du plasma de patients Gaucher a révélé une
augmentation des taux de cytokines pro et anti-inflammatoires, dont I'lL-1f3, le TNF-a,, I'IL-10 et I'lL-6

(Allen et al., 1997; Boven et al., 2004; Jmoudiak and Futerman, 2005; Lo et al., 2010; Michelakakis et

al., 1996). L'IL-6 participe a la prolifération des lymphocytes B et son taux a été retrouvée élevé chez

les patients Gaucher présentant une immunoglobuline (Ig) monoclonale (Allen et al., 1997). La

production de ces cytokines pourrait étre secondaire a |'activation de p38 de la voie des MAPK comme
cela a été montré dans un modéle murin de Gaucher ainsi que dans des fibroblastes issus de patients

Gaucher (Kitatani et al., 2015). L'administration de I'lsofagomine, une molécule chaperonne de la

GCase, inhibe I'activation de p38, diminue la production de TNFa et augmente la durée de vie des

souris (Kitatani et al., 2015). L'isoforme p380 de la voie des MAPK est inhibée par le Cer (C16-céramide)

provenant du « salvage pathway » (voie de recyclage de reformation du Cer a partir de la So libérée

des lysosomes (

Figure 5)). Le Cer produit active la protéine phosphatase CAPP (ceramide-activated protein

phosphatase) qui déphosphoryle p38 (Kitatani et al., 2006). Or, la GCase intervient dans cette

production de Cer via le « salvage pathway » (Kitatani et al., 2009b) et I'inhibition génétique de GBA

dans les cellules de cancer du sein MCF7 induit I'induction de p38 et la production d’IL6 (Kitatani et al.

2009a). Ainsi, la production de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-6 et le TNFa. pourrait provenir

d’un défaut de production de Cer, considéré comme un anti-oncométabolite (Ogretmen, 2018) (cf.

Partie II.E.1), et participer a la cancérogenese (Balkwill, 2006; Kumari et al., 2016).
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Les cellules de Gaucher, macrophages surchargés de GlcCer, ont un phénotype particulier dit
« alternativement activé » correspondant a des macrophages de type M2, pro-tumoraux. De facon
inattendue, ces cellules de Gaucher ne seraient pas a I'origine de la production des cytokines pro-
inflammatoires retrouvées dans la maladie de Gaucher, ces derniéres ayant des caractéristiques plutot

anti-inflammatoires avec I'expression de CD163 et IL1-Ra (Boven et al., 2004). La source des cytokines

pro-inflammatoire serait plutot les macrophages voisins des cellules de Gaucher dans la rate (Boven et
al., 2004). De fait, des cellules de Gaucher atypiques exprimant des marqueurs spécifiques des
macrophages associés aux tumeurs comme le CD63, CD168 et VEGF ont été décrites (lvanova et al.,
2018). Ces derniéres pourraient participer au développement tumoral comme montré dans le

carcinome hépatocellulaire (Yeung et al., 2015). Le GlcCer a été rapporté comme un ligand spécifique

du récepteur mincle (macrophage inducible C-type lectin) exprimé par les cellules présentatrices
d’antigenes, conduisant a la production de TNFa et MIP-2 ainsi qu’a l'activation de molécules de

costimulation immunitaire (Nagata et al., 2017). De plus, I'administration sous-cutanée de GlcSph a

des souris C57BL/6JR]j provoque une splénomégalie avec une infiltration splénique de macrophages

M2 et I'augmentation du taux plasmatique de TNFa (Lukas et al., 2017). Au total, ces résultats

suggerent que I'accumulation de GlcCer/GlcSph pourrait participer au développement et a I’entretien

d’un état inflammatoire chronique.

De plus, I'activation des lymphocytes B indépendante des lymphocytes T a été rapportée chez les
patients Gaucher et serait secondaire a I'activation des lymphocytes NKT de type Il contre le GlcCer et

la GlcSph (Nair et al., 2015). Les Igs monoclonales retrouvées chez les patients Gaucher et dans les

modeles murins montre une réactivité contre le GlcCer et la GlcSph (Nair et al., 2015; Nair et al., 2016;

Nair et al., 2018). Aussi, le taux des IgG anti-GlcSph était réduit dans les souris traitées par I'éliglustat

(SRT) comparé aux souris non traitées (Nair et al., 2015). De plus, le couple GlcCer-IgG anti-GlcCer

forme un complexe immun activant la voie du complément, stimulant la production de cytokines pro-

inflammatoires. De facon intéressante, I'activation du complément augmente aussi I'expression du
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géne UGCG codant pour la GCS, aggravant I'accumulation de GlcCer et créant ainsi un cercle vicieux

(Pandey et al., 2017). Dans un modeéle conditionnel murin de Gaucher (Mx1-Cre-loxP) ou la GCase est

déficitaire dans les cellules hématopoiétiques, le développement de pathologies lymphoprolifératives

B a été observé (Pavlova et al., 2013). L’accumulation de GlcCer et de GlcSph retrouvée était associée

a une altération de I'immunité humorale avec la production d’IgG monoclonales (Pavlova et al., 2013).

Une infiltration splénique par les lymphocytes B entourant les cellules de Gaucher a aussi été observée,

suggérant une possible influence du GlcCer/GlcSph sur ces lymphocytes B (Pavlova et al., 2013). En

effet, le développement tumoral était absent quand les souris étaient traitées par éliglustat tres

précocement, ou retardé quand le traitement était instauré plus tardivement (Pavlova et al., 2015).

Dans un autre modele murin conditionnel similaire de Gaucher, une altération du développement
thymique des lymphocytes T a été observée avec une activation des lymphocytes B et un recrutement
des macrophages et cellules dendritiques dans les organes lymphoides secondaires (Liu et al., 2012;

Mistry et al., 2010). Tous ces résultats pointent le r6le de la surcharge en SLs dans la dérégulation

immunitaire et dans I'inflammation favorisant probablement le processus tumoral. Cependant, dans
un autre modéle murin de Gaucher (Gba'***"/“44" Ugcg**), une inflammation systémique avec
développement d’une lymphoprolifération B a été observée alors que la surcharge en GlcCer restait

minime (Mizukami et al., 2002). Par ailleurs, de fagon trés surprenante, la GlcSph a été étudiée comme

un potentiel anti-cancéreux avec des effets cytotoxiques sur les cellules de leucémie aigué

myéloblastique et une diminution de la croissance tumorale (Angka et al., 2014). Ces observations

suggerent |'existence d’autres mécanismes sous-jacents. Par exemple, 'autophagie, altérée dans la

maladie de Gaucher, pourrait participer a la survenue de pathologies malignes.

3. Autophagie et réponse UPR

Comme vu précédemment, la surcharge lipidique secondaire au déficit en GCase pourrait altérer
I"autophagie via I’activation de mTOR, principal inhibiteur de I'autophagie, et via I'inactivation de TFEB.

Bien que l'autophagie puisse étre associée a la progression tumorale, I'altération de celle-ci peut
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également contribuer au développement tumoral (Singh et al., 2018). En effet, le défaut d’autophagie

entraine un dysfonctionnement mitochondrial et la formation d’espéces réactives de I'oxygene

pouvant participer a la tumorigenése (Galluzzi et al., 2016; Park et al., 2016). Dans le mélanome cutané,

I'inactivation de TFEB a été retrouvée et induirait la production de TGFJ qui favorise la transition
épithélio-mésenchymateuse permettant aux cellules de mélanome d’acquérir des propriétés invasives

et de résistance aux traitements (Li et al., 2019). Enfin, I'activation de mTOR, qui participe a la synthese

protéique et a la prolifération cellulaire (Magnuson et al., 2012), a été souvent associée au

développement de cancers, dont le mélanome ; cette activation est corrélée a un mauvais pronostic

(Pépulo et al., 2011). Enfin, les mutants GCase peuvent déclencher la réponse UPR qui peut également

participer au développement tumoral en favorisant I'angiogeneése, la survie et I'invasion (Cubillos-Ruiz

et al., 2017).

4, Résistance aux traitements

Dans la maladie de Gaucher, I'activation du complément pourrait avoir un role dans la résistance en

surexprimant le géne UGCG (Pandey et al., 2017). En effet, cette surexpression est retrouvée dans de

nombreux cancers et est corrélée a I'expression de la protéine MDR1 (multidrug resistance protein 1)
qui est une protéine membranaire permettant 'efflux des drogues notamment anti-cancéreuses.
Ainsi, la surexpression de UGCG retrouvée chez les patients Gaucher, pourrait contribuer a la

résistance aux traitements (Wegner et al., 2018).

Ainsi, toutes ces données suggerent un possible role de la GCase dans la survenue de pathologies

malignes. Notre travail expérimental s’est focalisé sur ce réle de la GCase dans le mélanome.
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I. Le mélanome

A. Epidémiologie

Le mélanome est le cancer cutané le plus agressif en raison de son fort potentiel métastatique. Bien
gu’il représente moins de 5% des cancers cutanés, il reste la premiére cause de mortalité relative aux

cancers cutanés (Gershenwald and Guy, 2016) et, est 'un des cancers les plus fréquents au monde

(Figure 30). En France, I'Institut National du Cancer (INCa) a dénombré 15 500 nouveaux cas en France
en 2018 et I'OMS a dénombré 16 449 cas en 2020. L’age médian au diagnostic est de 60 ans chez la

femme et de 66 ans chez 'homme (INCA, 2021) .

- Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, both sexes, all ages
I ortainy France World

Breast el
5 -,.:‘
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Figure 30. Taux d'incidence et de mortalité standardisés sur I'age des principaux cancers en 2020.
Ce graphique représente le taux d'incidence (en bleu) et le taux de mortalité (en rouge) standardisés
sur I'age en France et dans le monde des 5 cancers les plus fréquents. Les taux sont exprimés pour
100 000 habitants. Données issues du Globocan 2020 (https://gco.iarc.fr/).

Le mélanome était un cancer relativement peu fréquent au début du 20eme siecle, mais depuis les
années 1960, une augmentation de I'incidence est observée notamment chez les sujets a peau claire

(+ 3.4% chez les hommes entre 2010 et 2018) (INCA, 2021). Cette augmentation pourrait étre
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expliquée par un meilleur dépistage clinique mais serait aussi la conséquence d’une exposition au soleil
plus importante au cours des 50 derniéres années. Ainsi, le mélanome cutané constitue un réel enjeu

de santé publique.

B. Le mélanocyte

Les mélanocytes ont pour origine les crétes neurales. Aprés la fermeture du tube neural, les
mélanoblastes, précurseurs des mélanocytes, migrent vers différentes régions du corps notamment
dans certains organes sensoriels (rétine, oreille interne et systéeme nerveux central) (Bonaventure et
al., 2013). Dans la peau, les mélanocytes sont des cellules dendritiques, dont le corps cellulaire est
situé dans la couche basale entre les kératinocytes basaux (avec un rapport d’'un mélanocyte pour 36

kératinocytes basaux) (Seiberg, 2001) (Figure 31).

Basal and spinous

layer

Figure 31. Le mélanocyte.

A. Localisation des mélanocytes dans la couche basale de I'épiderme, qui produisent de la mélanine
dans les mélanosomes qui sont ensuite transférés aux kératinocytes adjacents (D'Mello et al., 2016).
B. Coupe histologique d’une peau saine apres coloration hématoxyline et éosine. Les mélanocytes sont
indiqués par les fleches, a la jonction avec le derme coloré en rose. Par rapport aux kératinocytes, les
mélanocytes ont de plus petits noyaux (colorés en bleu) et un cytoplasme peu distinguable (Lin and
Fisher, 2007).
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Les principales fonctions des mélanocytes sont la synthese, le stockage et le transport de mélanine aux

kératinocytes.

1. La mélanogenese

La mélanine, par ses propriétés optiques, peut absorber les rayons dont la longueur d’onde s’étend
des UV jusqu’au domaine du visible permettant ainsi la protection de 'ADN des kératinocytes des
effets mutagénes des rayons UV. Ainsi, la pigmentation de la peau est le principal mécanisme de

photoprotection (Anderson and Parrish, 1981). Deux types de mélanines sont synthétisées: les

phéomélanines, pigment jaune-rouge, et les eumélanines, pigment brun-noir (Thody et al., 1991). A

noter aussi l'existence de la neuromélanine, un pigment noir retrouvé dans les neurones

dopaminergiques du locus niger (cf. Partie I.C.1).

La synthése des mélanines débute par I'hydroxylation de la tyrosine en DOPA suivie par I'oxydation de
la DOPA en dopaquinone par la tyrosinase. La présence de cystéine dans I'environnement détermine
la suite de la synthése. En présence de cystéine, la réaction se poursuit vers la production de
phéomélanine. En I'absence de cystéine, 'eumélanine est produite sous I'action de 2 enzymes : TRP2
(Tyrosinase Related Protein 2 ou DCT : DOPAChrome Tautomerase) et TRP1 (Tyrosinase Related Protein

1) (D'Mello et al., 2016) (Figure 32). La tyrosinase est I'enzyme limitante de la mélanogenése ; les

mutations de cette enzyme sont a 'origine de certaines formes d’albinisme, caractérisées par une
dépigmentation de la peau. L'eumélanine présente un pouvoir photoprotecteur 1000 fois supérieur a

celui de la phéomélanine qui est, quant a elle, considérée comme carcinogéne.
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Figure 32. La mélanogenése.

Afin de protéger le mélanocyte des résidus oxydés (quinone) produits lors de la synthése de la
mélanine, la synthése et le stockage des mélanines ont lieu dans les mélanosomes, appartenant a la

famille des LRO.

Pour assurer leur fonction de protection, les mélanosomes doivent étre matures. Quatre stades de
maturation sont décrits. Les stades | et Il correspondent a la synthése de I'organite, qui contient la
tyrosinase non active, le stade Ill a la synthése des mélanines aprés activation de la tyrosinase et le

stade IV a un mélanosome complétement mélanisé ou la tyrosinase n’est plus active (Schiaffino, 2010).

Dans le mélanosome, la mélanine formée est déposée sur un réseau fibrillaire constitué

principalement de la protéine Pmell7 (Berson et al., 2001). Enfin, le mélanosome migre vers les

expansions cytoplasmiques du mélanocyte pour étre transféré aux kératinocytes et ainsi assurer la
pigmentation de I'épiderme. Les mécanismes impliqués dans ce transfert sont encore mal précisés. Le
récepteur kératinocytaire PAR-2 (protease-activated receptor-2) pourrait jouer un réle dans le contréle

de la phagocytose des mélanosomes par les kératinocytes (Seiberg, 2001).
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Les capacités de la peau a développer une pigmentation sous |'effet des rayons UV régissent le
phénotype cutané. Six phénotypes cutanés sont ainsi décrits selon la composition des mélanosomes en
eumélanine ou en phéomélanine et en fonction de leur répartition dans I'épiderme, cela pouvant étre
prédéterminé par des variations génétiques (dans le géne MCI1R par exemple). Le phototype cutané

ne dépend pas du nombre de mélanocytes, qui est identique entre les individus.

2. Le facteur de transcription MITF

Les UV sont les principaux régulateurs de la mélanogeneése. Les lésions de I’ADN des kératinocytes
engendrées par les UV activent p53 qui stimule la transcription de POMC (géne de la Pro-
OpioMélanoCortine, dont la protéolyse génére plusieurs peptides bioactifs et plus particulierement

I'a-MSH (Melanocyte Stimulating Hormone)) (Cui et al., 2007; Lo and Fisher, 2014). La liaison de I'a-

MSH au récepteur couplé a la protéine G, MC1R (Melanocortin 1 receptor), sur les mélanocytes induit
I’'augmentation de I’AMP cyclique intracellulaire, qui via I'activation de la PKA (protéine kinase A) et de
CREB (cAMP- Responsive Element Binding protein), stimule la transcription du gene MITF (Bertolotto

et al., 1998a) (Figure 33). La synthese du facteur de transcription MITF permet la transcription des

génes mélanogéniques comme TYR et TRP1 ainsi que des génes impliqués dans la synthése des

mélanosomes comme PMEL (Bertolotto et al., 1998b; Du et al., 2003).

Figure 33. La régulation de la mélanogenése par les UV.

Ce schéma illustre la réponse de la peau a I'action des UV. Les dommages de 'ADN secondaires aux
UV entrainent la production de POMC suite a I'action de p53, qui aprés clivage produit 'a-MSH a
I'origine de la production de mélanine et la B-endorphine pouvant induire une dépendance a
I’exposition au soleil (Lo and Fisher, 2014).
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MITF est considéré comme le master gene regulator de la lignée mélanocytaire. Il régule la
différenciation, la prolifération et la survie mélanocytaire, la mélanogenése et le métabolisme des
mélanocytes (Figure 34). Sa régulation dépend de multiples facteurs de transcription répresseurs ou

activateurs comme par exemple la voie AMPc/PKA/CREB citée ci-dessus (Kawakami and Fisher, 2017).

MITF est un facteur de transcription de la méme famille que TFEB (cf. Partie .LA.1.a). Il est codé par le
géne MITF dont I'épissage alternatif est a I'origine de plusieurs isoformes tissu-spécifiques. L’isoforme
M est I'isoforme retrouvée dans les mélanocytes ainsi que dans les cellules de mélanome (Kawakami

and Fisher, 2017). Chez 'Homme, les mutations de type perte de fonction sont responsables du

syndrome de Waardenburg de type 2a qui est caractérisé par une microphtalmie, une

hypopigmentation et une surdité (Grill et al., 2013). Chez la souris, les mutations de Mitf sont

responsables d’'un phénotype similaire.

M
i TYR, TYRPI, MARTI,

AIMI, SLUG, PMELLT

Differentiation \VAV/WAVA_ A\A\4

E-Box

MITH
CDK2, CDK4, ple™*s,

Rb. TBX2, p21
- WAVAVAYA AVAVAY

) L ]
- BCL2, HIF1a * "
LD R VAVAVAVA AVAVAY o IV
& N

E-Box

Figure 34. Les cibles de MITF.

A. Représentation des cibles de MITF et des processus cellulaires associés. MITF se lie sur une séquence
nucléotidique spécifique appartenant a la famille E-box (enhancer-box) (D'Mello et al., 2016). B. Coupe
histologique (identique a la Figure 31) avec un marquage de MITF, montrant la présence de MITF dans
les noyaux des mélanocytes (Lin and Fisher, 2007).
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C. Initiation et progression du mélanome

Le mélanome est une maladie multifactorielle, résultant de différentes causes interagissant entre elles.
Tout d’abord, I’étude histologique indique que la mélanomageneése apparait biphasique: une premiere
phase ol |’extension est « horizontale » intra-épidermique (ou RGP: Radial Growth Phase) et une
seconde phase ou I'extension est « verticale » (ou VGP: Vertical Growth Phase) envahissant le derme
et 'hypoderme (phase invasive) ou les cellules de mélanome peuvent atteindre la circulation sanguine
(Figure 35). Une fois dans la circulation sanguine, les cellules de mélanome ont la capacité de former

des métastases notamment pulmonaires ou cérébrales.
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Figure 35. Les différentes phases de la mélanomageneése (Gray-Schopfer et al., 2007).
a) Peau saine. b) Naevus: tumeur bénigne mélanocytaire. c) Mélanome a croissance horizontale (RGP).
d) Mélanome a croissance verticale (VGP).

1. Mutations somatiques

Comparé aux autres tumeurs solides, le taux de mutations somatiques est exceptionnellement élevé

dans le mélanome (Hill et al., 2013). Des mutations activatrices dans des oncogenes participent a la

mélanomagenese, ce qui est le cas pour les mutations de la voie des MAPK régulant la prolifération
cellulaire. Des mutations de BRAF sont retrouvées dans 50% des mélanomes et la mutation p.V600E

représente 75% des mutations décrites de cette kinase (Davies et al., 2002; Hill et al., 2013). D’autres

mutations somatiques sont décrites dans cette voie notamment les mutations de la protéine NRAS
(20% des patients), en amont de la protéine BRAF. Ces mutations entrainent I’activation constitutive

de la voie MAPK et par conséquence la prolifération des mélanocytes, formant des tumeurs bénignes
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(naevi). La présence de ces mutations ainsi que des mutations somatiques secondaires favoriseraient

la mélanomagenese et la progression des mélanomes.

Growth factor signals

. | Vémurafénib
lem Dabrafénib

I— Tramétinib

MEK
l Cobimétinib
ERK

Figure 36. lllustration de I'activation de la voie MAPK dans le mélanome.

La mutation BRAFV®% active la voie MAPK de facon permanente sans que la liaison du ligand sur le
récepteur soit nécessaire. Cette activation est a I'origine de la croissance cellulaire. Ce schéma indique
également le mode d’action de certaines thérapies ciblées (cf. Partie 11.D.2.a).

En particulier, la perte de fonction d’un géne suppresseur de tumeur entrainant la sénescence induite
par les oncogeénes (OIS) et limmortalisation des cellules tumorales, est nécessaire a la
mélanomagenése. Le géne le plus fréquemment impliqué est le gene CDKN2A, situé sur le
chromosome 9p21, pour lequel des mutations sont retrouvées dans 30-40% des mélanomes familiaux.
Ce géne code pour 2 protéines suppresseurs de tumeur : p16'4? et p14*7F, La protéine p16™** inhibe
le complexe CDK4/cycline D et agit comme un régulateur négatif de la prolifération cellulaire en

4"°RF elle intervient en inhibant la

arrétant le cycle cellulaire en phase G1. Quant a la protéine pl
dégradation du facteur de transcription p53 par liaison a la protéine Hdm2 (ou Mdm?2) entrainant ainsi

I"accumulation de p53. Ces mutations provoquent la perte de fonction de ces protéines et ont pour

conséquence un défaut d’inhibition du cycle cellulaire (Read et al., 2016).

Il existe cependant une variabilité de la pénétrance selon les régions géographiques reflétant une

probable association des facteurs environnementaux (dont I'exposition aux UV) a ces facteurs
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génétiques. La majorité des mutations somatiques retrouvées portent la « signature » des dommages

de I’ADN engendrés par les UV (Pleasance et al., 2010).

2. Role des UV

Le role de I'exposition aux UV dans la mélanomagenese est relativement bien connu du grand public.
En effet, des études épidémiologiques attestent du lien entre le développement du mélanome et
I’exposition intense au soleil, les coups de soleil dans I'enfance ainsi que l'utilisation de cabine UV

(Boniol et al., 2012; Whiteman et al., 2001). Ce risque est d’autant plus important que le phototype de

la personne est clair (Rees, 2003). Les radiations UV génerent plusieurs altérations comme la
production d’espéces réactives de I'oxygéne, des modifications de la réponse immunitaire, et la
production de facteurs de croissance, mais la principale altération causée par les UV sont les mutations

génétiques (Lo and Fisher, 2014). Ces mutations présentent une signature caractéristique des UV

(désamination de la cytosine en thymine et substitution de la guanine en thymine) (Alexandrov et al.,

2013). Une équipe a montré que des souris BRAF*9 exposées aux UV présentent des naevi plus larges
et en plus grand nombre par rapport aux souris mutées non exposées. De plus, toutes les souris mutées
exposées ont développé un mélanome plus précocement (a 7 mois) alors que 70% des souris mutées
non exposées ont développé un mélanome a 12,6 mois. L'étude génomique de ces tumeurs a révélé
des altérations moléculaires différentes avec notamment dans les tumeurs exposées, les signatures
moléculaires des UV dans le gene TP53 codant pour la protéine p53. Ceci suggere que I'exposition aux

UV de naevi BRAF"®% contribue a I'induction de la mélanomagenése en ciblant p53 (Viros et al., 2014).
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3. Changement phénotypique

Les cellules de mélanome ont la capacité de changer de phénotype. Ce phénomene de
reprogrammation non génétique est nommé switch phénotypique ou transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) bien que les cellules de mélanome ne soient pas des cellules épithéliales.
C’est un phénomeéne physiologique qui se produit lors du développement embryonnaire et lors de la
régénération tissulaire (Nieto, 2013). La contribution de cet événement au processus tumoral est bien

documentée (Bakir et al., 2020). Dans le mélanome, la TEM contribue au développement (Caramel et

al., 2013) et a la résistance aux traitements (Richard et al., 2016). Lors de ce processus, les cellules au

phénotype épithélial acquierent un phénotype mésenchymateux donnant aux cellules tumorales des
capacités migratoires, invasives, et d’échappement immunitaire. Le métabolisme de ces cellules
change aussi, elles acquiérent des capacités de cellules souches et des cellules sont bloquées en

sénescence (Lu and Kang, 2019). Ce phénomeéne est réversible, qualifiant alors la transition

mésenchymato-épithéliale.

La TEM est un processus complexe influencé par de nombreux facteurs dont le TGFf et régulé dans le

temps et I'espace (Lamouille et al., 2014). Dans le mélanome, le principal inducteur de la TEM est MITF.

Le géne MITF est retrouvé amplifié dans 20% des mélanomes avec un phénotype invasif et de
chimiorésistance. Le réle de MITF dans la mélanomagenése reste cependant controversé. Il semble
gue ce facteur agisse comme un rhéostat moléculaire dont le niveau d’expression conditionne le
devenir cellulaire. Des mélanomes avec des taux bas de MITF sont décrits plus invasifs (métastatiques)

et ceux avec des taux élevés plus prolifératifs et moins invasifs (Kawakami and Fisher, 2017). MITF

pourrait moduler différents processus cellulaires comme la prolifération, la survie, la motilité et ainsi

jouer un réle oncogénique (Ploper and De Robertis, 2015).

Le géne MITF a également un réle en tant que gene de prédisposition. Une large étude australo-
britannique de 3940 cas de mélanome, versus 4036 controles, a révélé que la présence de la mutation

p.E318K conférait un risque 2,19 fois plus important de développer un mélanome (Yokoyama et al.,
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2011). L'analyse fonctionnelle de cette variation a montré un défaut de sumoylation de MITF, ce qui

modifie son activité transcriptionnelle en faveur d’un gain de fonction tumorigéne (Bertolotto et al.,

2011).

De maniere intéressante, une association originale entre la maladie de Parkinson, une maladie
neurodégénérative et la survenue de mélanome est retrouvée. L’alpha-synucléine pourrait jouer un

role parmi les mécanismes qui sous-tendent cette association.

4. Réle de I'alpha-synucléine

Le risque de survenue de pathologies malignes chez les patients atteints de la maladie de Parkinson
serait inférieur a la population générale a I’exception de quelques cancers dont le mélanome (Ejma et
al., 2020). La prévalence du mélanome dans une cohorte américaine de 1692 patients atteints de la

maladie de Parkinson était 2,24 fois plus élevée que dans la population générale (Bertoni et al., 2010).

Dans une autre étude, les patients parkinsoniens avaient 2 fois plus de risque de développer un

mélanome (Olsen et al., 2005). De méme, des antécédents familiaux de mélanome sont retrouvés plus

fréqguemment chez les patients atteints de la maladie de Parkinson (Gao et al., 2009). Réciproquement,

les patients atteints de mélanome ont un risque relatif de 2,07 de développer une maladie de

Parkinson (Olsen et al., 2006). Le mécanisme sous-jacent de cette association reste inconnu

aujourd’hui mais plusieurs possibilités sont évoquées dont le role de I'alpha-synucléine (Bose et al.,

2018; Inzelberg et al., 2016).

Les cellules neuronales dopaminergiques et les mélanocytes partagent quelques caractéristiques,

probablement du fait de leur méme origine embryonnaire, la créte neurale (Pavan and Raible, 2012).

Ces deux types cellulaires synthétisent de la mélanine et contiennent de l'alpha-synucléine. La
présence d’alpha-synucléine est également retrouvée dans différentes lignées cellulaires de
mélanome, métastatique ou non, mais aussi dans les mélanocytes, alors qu’elle n’est pas retrouvée
dans d’autres cancers, notamment les carcinomes épidermoides, ni dans la peau saine (Matsuo and

Kamitani, 2010). Dans ce travail, I'analyse immunohistochimique de 32 coupes de mélanomes a
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montré un marquage alpha-synucléine dans environ 85% des cas et I'analyse du co-marquage
mélanine-alpha-synucléine de 17 coupes a révélé qu’une faible expression de mélanine était associée

a une forte expression d’alpha-synucléine (Matsuo and Kamitani, 2010). La pigmentation pourrait étre

altérée par I'alpha-synucléine via I'inhibition de la tyrosinase (Pan et al., 2012) , diminuant la synthese

de mélanine ou en facilitant I'agrégation de la protéine fibrillaire Pmel17. Cette derniére constitue le
réseau fibrillaire de soutien de la mélanine dans le mélanosome (cf. Partie 1.B.1). Son agrégation
pourrait alors altérer le stockage et le transport des mélanosomes vers les kératinocytes et ainsi

entrainer une perte de la pigmentation (Dean and Lee, 2020). De fagon intéressante, la présence

d’alpha-synucléine est également retrouvée dans la peau de patients parkinsoniens mais I'expression

est plus faible que dans les nzevi et les mélanomes (Rodriguez-Leyva et al., 2017). De plus, I'analyse

récente des transcrits du gene SNCA (selon la base de données TCGA) a révélé une corrélation entre
I"augmentation de I'expression d’alpha-synucléine et la diminution de la survie des patients atteints

de mélanome (Shekoohi et al., 2021). Dans un modéle murin de la maladie de Parkinson présentant la

mutation A53T de I'alpha-synucléine, I'injection de cellules de mélanome murin (B16) est associée a
une augmentation de la croissance tumorale comparée aux souris non transgéniques (Israeli et al.,
2011). Ce phénomeéne n’est pas retrouvé dans le modeéle murin d'une autre pathologie
neurodégénérative qui est la maladie d’Alzheimer. Dans le modele murin de la maladie de Parkinson,
I’étude histologique des mélanomes a montré la présence d’alpha-synucléine, indiquant un possible
« transport/export » de I'alpha-synucléine depuis I’héte vers la tumeur. Cela a été confirmé in vitro par
la présence d’alpha-synucléine dans les cellules traitées par de I'alpha-synucléine exogeéne supportant
I'effet « prion-like » de I'alpha-synucléine. Par ailleurs, la surexpression d’alpha-synucléine dans les
cellules de mélanome murin (B16) entraine une prolifération in vitro plus importante que dans les

cellules témoins (Israeli et al., 2011) alors que la perte d’expression de I'alpha-synucléine réduit la

prolifération in vitro et la croissance tumorale de cellules de mélanome humain (SKMEL28) dans un

modeéle murin immunodéficient (Shekoohi et al., 2021). Toutes ces observations suggerent que les

cellules mélanocytaires exprimant fortement I'alpha-synucléine produisent moins de mélanine et
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proliféerent davantage, pouvant contribuer au développement du mélanome avec une possible

propagation de ces caractéristiques via I'effet prion-like de I'alpha-synucléine. De plus, la présence de

P-S129-alpha-synucléine (phosphorylée sur la sérine 129) a été rapportée dans les cellules de

mélanome avec une localisation subcellulaire différente de I'alpha-synucléine non phosphorylée. La

$129-P-alpha-synucléine serait localisée dans le noyau, a la surface membranaire et dans le milieu

extracellulaire. La phosphorylation sur ce résidu favoriserait la localisation a la membrane ainsi que

I’export dans le milieu extracellulaire (Lee et al., 2013). Enfin, un défaut d’autophagie a été observé

dans des cellules de mélanome humain (SKMEL28) ou I'alpha-synucléine est surexprimée, ce qui

pourrait participer au développement tumoral (Nandakumar et al., 2017).

Exposition aux UV

Mutation somatique

Peau saine Initiation Prolifération Invasion/métastase

\ synthése de mélanine \ /

Alpha-synucléine

Figure 37. Schéma récapitulatif des mécanismes décrits dans ce travail au cours de la progression

tumorale.
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D. Prise en charge

La prise en charge du mélanome dépend du stade de ce dernier.

1. Mélanome localisé

Pour les stades localisés, la prise en charge repose sur I'exérése tumorale avec ou non de la

radiothérapie et/ou un traitement par interféron y (Sladden et al., 2018).

2. Mélanome métastatique

Pour le mélanome métastatique, la chirurgie n’est pas suffisante et un traitement médicamenteux est
nécessaire. La dacarbazine, une chimiothérapie, fut le premier traitement utilisé, mais sans réelle
efficacité sur la survie globale des patients. Désormais, la place de la chimiothérapie dans la prise en
charge du mélanome non résécable ou métastatique est limitée, cependant la chimiothérapie

cytotoxique fait encore partie de I'arsenal thérapeutique (e-cancer.fr et sfdermato.org).

De nouvelles thérapeutiques ont été développées ces derniéres années: les thérapies
ciblées comprenant les inhibiteurs de la protéine BRAF mutée, et 'immunothérapie comprenant les
inhibiteurs des points de contréle immunitaire : anti-CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein

4) et anti-PD1 (Programmed cell Death 1) (Figure 38).

T cell

melanoma cell
CTLA4
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ipilimumab

PD-1
PD-L1 T
vemurafenib y
” nivolumab
m _l pembrolizumab
trametinib
survival
proliferation
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angiogenesis

Figure 38. Cibles des thérapies ciblées et des immunothérapies (Hartman, 2020).
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a) Les thérapies ciblées

Les thérapies ciblées s’adressent exclusivement aux mélanomes porteurs d’'une mutation de BRAF“6%,
Il existe des inhibiteurs sélectifs de BRAF muté (BRAFi) (vémurafénib (Zelboraf) et dabrafénib (Tafinlar)
et encorafénib (Braftovi)) et des inhibiteurs de MEK (MEKi) (tramétinib (Mekinist), cobimétinib

(Cotellic) et binimetinib (Mektovi)), une molécule en aval de BRAF (Figure 38).

Dans I'essai clinique BRIM 3, la survie sans progression des patients sous vémurafénib comparée aux
patients sous dacarbazine a été augmentée (6,9 mois vs 1,6 mois) avec une amélioration de la survie

globale (13,6 mois vs 9,7 mois) (McArthur et al., 2014). De méme, la survie sans progression de la

maladie des patients sous dabrafénib comparée aux patients sous dacarbazine est supérieure (5,1 mois

vs 2,7 mois) (Fleeman et al.,, 2015). Néanmoins, les inhibiteurs de BRAF présentent des effets

secondaires indésirables (arthralgies, fatigue, troubles digestifs, carcinome épidermoide...) (Puzanov
et al., 2015). Cette amélioration du taux de réponse ainsi que de la survie sans progression a
révolutionné le pronostic du mélanome métastatique. Cependant, les réponses observées sont
rarement durables et des échappements thérapeutiques surviennent dans la majorité des patients 6 a

8 mois suivant l'instauration du traitement (Solit and Rosen, 2011). Le changement de thérapie suite a

un échappement sous BRAFi, par MEKi, n’a pas montré de bénéfice. Par contre, les essais cliniques
COMBI-d et COMBI-v testant la combinaison BRAFi et MEKi ont révélé une amélioration de la survie
globale et sans progression ainsi qu’une diminution des effets secondaires des inhibiteurs de BRAF

(Grimaldi et al., 2014) (Robert et al., 2019; Robert et al., 2015a). Ces essais mettent en évidence comme

facteur pronostique principal le taux plasmatique de LDH qui est de mauvais pronostic si >2 fois la

normale.

b) L’immunothérapie

Dans le mélanome, les lymphocytes infiltrant la tumeur expriment des récepteurs inhibiteurs PD-1 et
CTLA-4 entrainant une immunosuppression promouvant ainsi la progression tumorale. Le blocage de

ces points de contréle immunitaire (immunocheckpoint) permet de rétablir une réponse immunitaire
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anti-tumorale efficace. Ces travaux, menés par James P. Allison et Tasuku Honjo, ont regu le prix Nobel

de Physiologie-Médecine en 2018 (Iwai et al., 2002; Leach et al., 1996). L'immunothérapie se compose

principalement de deux classes de molécules : les anti-CTLA-4 (ipilimumab) et les anti-PD1 (nivolumab
et pembrolizumab) (Figure 38).

L'ipilimumab est un anticorps monoclonal humanisé, qui bloque le CTLA-4, un régulateur négatif des
lymphocytes T, exprimé par les lymphocytes T. Ce blocage a pour conséquence l'activation et la
prolifération des lymphocytes T effecteurs. Les anti-PD1 sont des anticorps monoclonaux qui se lient
au récepteur de mort cellulaire programmée 1 (PD1) bloquant I'interaction entre le récepteur et son
ligand PD-L1 (Programmed cell Death Ligand 1), libérant le potentiel cytotoxique des lymphocytes T
spécifiques de la tumeur. Le récepteur PD-1 régule négativement la phase effectrice de la réponse
lymphocytaire T apres s’étre lié a son ligand PD-L1 qui est fréquemment exprimé par les cellules
tumorales et certaines cellules du microenvironnement tumoral. Des essais cliniques ont montré leur

efficacité par rapport a la dacarbazine (Hodi et al., 2010; Robert et al., 2015b).

En conclusion, méme si des progrés majeurs ont été réalisés quant a la prise en charge du mélanome
métastatique, une proportion non négligeable de patients (environ 40%) ne répondent pas aux

traitements proposés ou rechutent (Luke et al., 2017) (Figure 39). Une meilleure compréhension de la

physiopathologie du mélanome ainsi que des mécanismes de résistance permettrait d’améliorer le

pronostic et la prise en charge des patients atteints de mélanome.
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Figure 39. Courbes de survie Kaplan-Meier au cours de différents essais cliniques (Luke et al., 2017).

Les cellules de mélanome présentent différentes altérations de leur métabolisme lipidique. En
particulier, des dérégulations du métabolisme des SL ont été décrites et pourraient jouer un réle dans

le développement tumoral (cf. revues de notre équipe (Carrié et al., 2020; Pellerin et al., 2020)).

E. Dérégulation du métabolisme des sphingolipides dans le mélanome

Dans les cellules de mélanome, le taux de Cer qui est considéré comme un anti-oncométabolite, est

diminué au profit de la production d’un oncométabolite, la S1P (Carrié et al., 2020) (Figure 40). Cette
production est liée a une augmentation de I'expression et de I'activité de la sphingosine kinase (SK1)
(Albinet et al., 2014) et est associée a de nombreux processus pro-tumoraux. En particulier, la
surexpression de la SK1 favorise l'immuno-échappement en promouvant le recrutement de
macrophages associés a la tumeur qui ont un profil M2, permettant le recrutement de lymphocytes T
régulateurs qui ont une fonction immunosuppressive (Mrad et al., 2016). Une association entre
I"augmentation de I'expression de SK1 dans les tumeurs et le mauvais pronostic de patients atteints

de mélanome métastatique et traités par anti PD-1 a été aussi rapportée (Imbert et al., 2020). Ainsi,
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I'inhibition génétique de SK1 rétablit une immunité anti-tumorale et améliore I'effet de
I'immunothérapie, a base d’anti-PD-1 et d’anti-CTLA-4, dans un modéle murin de mélanome (Imbert
et al., 2020). D’autre part, il a été montré que la résistance au vémurafénib, un BRAFi, est corrélée a
I’expression des récepteurs a la S1P, S1PR1 et S1PR3. L'augmentation du ratio Cer/S1P par approche
génétique ou pharmacologique permet de réduire I'expression des S1PR et d’inhiber la croissance de
mélanomes chez la souris (Garandeau et al., 2019). L’ensemble de ces données suggerent que la voie
SK1/S1P/S1PR pourrait étre une cible thérapeutique intéressante dans le traitement de mélanomes

métastatiques résistants aux thérapies.
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Figure 40. Altérations du métabolisme des SL décrites dans les différentes étapes du développement
du mélanome (Carrié et al., 2020).
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1. Le céramide : un anti-oncométabolite

En réponse a un stress cellulaire, la synthése et/ou I'accumulation du Cer conduit a la mort cellulaire
via différents mécanismes dont I'apoptose, la nécroptose, et I'autophagie (Figure 41) (Ogretmen,

2018).
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Figure 41. Role du céramide dans le mort cellulaire des cellules cancéreuses (Ogretmen, 2018).

En réponse a un stress cellulaire, une production accrue de Cer via |’activation des céramides synthases
(CERS1-6) et/ou l'action de sphingomyélinases (SMases) est décrite amenant a la mort cellulaire.
Plusieurs mécanismes sont ici représentés. L’accumulation de Cer dans la membrane mitochondriale
induit le recrutement de BAX entrainant 'apoptose dépendante des caspases en réponse aux
radiations. Cette accumulation peut également induire la mitophagie amenant a la mort cellulaire par
manque de métabolisme énergétique. L'apoptose dépendante des caspases peut étre aussi activée
par le Cer provenant des membranes du systéme endo-lysosomal suite a I'action de la protéine
LAPTMA4B (lysosomal-associated transmembrane protein 4B). Le Cer provenant de I'hydrolyse de la SM
dans les membranes des autophagosomes active I'autophagie qui peut également étre induite par le
Cer provenant du stress du RE. Ce dernier pouvant induire la nécroptose.

Le Cer peut aussi induire la sénescence (Trayssac et al., 2018), un autre processus adaptatif au stress

au cours duquel les cellules arrétent leur division de fagon irréversible puis sont éliminées par les

cellules immunitaires permettant la régénération tissulaire (Figure 42).
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Figure 42. Role du céramide et de la S1P dans la sénescence (Trayssac et al., 2018).

Cependant, les cellules cancéreuses modifient le métabolisme du Cer afin de réduire sa concentration

intracellulaire ainsi que les effets délétéres induits par celui-ci (Tableau 4: Altérations du métabolisme

du céramide et effets associés dans diverses cellules cancéreuses.Tableau 4).
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Tableau 4: Altérations du métabolisme du céramide et effets associés dans diverses cellules

cancéreuses.
Enzyme Function or activity Cancer relevance Inhibitors
Ceramide synthesis and tumour suppression
SPT De novo ceramide Increased activity in response to chemotherapy Myriocin
synthesis and radiotherapy in breast cancer cells
CERS1  Synthesisof C18 Induces mitophagy in head and neck and FB1; HDAC1
(dihydro)ceramide AML cell lines, mouse xenograft models and or HDAC2
patient-derived AML cells
CERS6  Synthesisof C16 Induces caspase activation and cell deathinlung  FB1
(dihydro)ceramide cancer cells; preserves ER and Golgi integrity in
head and neck cancer cells; elevated in breast
tumour tissues; protects from GVHD in a mouse
model of leukaemia
DES Ceramide synthesis Induces cell cycle arrest in neuroblastoma cells Fenretinide;
ABC294640; C8-CPC
ASMase Ceramide generation Inducesapoptosisin lymphoblasts; promotes Tri-eyelic
haematogenous tumour metastasis in mouse anti-depressants
models
NSMase Ceramide generation Mediates cell cycle arrest in breast cancer cells; GW4869
exosome release
SPL S1P breakdown Induces ceramide accumulation and colon THI
cancer cell death
Ceramide metabolism and pro-survival signalling
CERT Ceramide transport  Inhibits pro-apoptotic ceramide signalling in CHC
from ER to Golgi breast cancer cells and tumours in mouse models
CERK C1P generation Induces breast cancer cell survival in cultureand ~ NVP-231
mouse models
GCS GlcCer synthesis Mediates drug resistance in patients with oral PPMP; PDMP
cancer and in breast cancer cells and xenografts
AC Ceramide cleavage Mediates resistance to cell death in prostate LCL-521
cancer cells and xenografts and elevated in
tumours from patients
SPHK1  S1P generation Mediates pro-survival signalling and metastasisin  PF543
bladder cancer, lung cancer and melanoma cells
in culture and in mouse models
SPHK2  Nuclear S1P HDAC1 and HDAC2 inhibition in MCF-7 breast ABC294640
generation cancer cells; increases telomerase stability in

lung cancer cells and xenografts

Ce tableau répertorie, en haut, les enzymes impliquées dans la synthése du Cer, phénomeéne associé a
la signalisation anti-tumorale et, en bas, les enzymes impliquées dans le métabolisme du Cer,
phénoméne associé a la signalisation pro-tumorale.

Abréviations : AC, céramidase acide; AML, leucémie aigue myéloide; ASMase, sphingomyélinase acide;
C1P, céramide-1-phosphate; C8-CPC, C8-cyclopropenylcéramide; CERK, céramide kinase; CERS,
céramide synthase; CERT, protéine de transport du céramide; CHC,
3-chloro-8B-hydroxycarapin-3,8-hémiacétal; DES, dihydrocéramide désaturase; ER, réticulum
endoplasmique; FB1, fumonisine B1l; GVHD, maladie du greffon contre I’'h6te; HDAC, histone
déacétylase;NSMase,sphingomyélinase neutre;
PDMP,1-phényl-2-décanoylamino-3-morpholino-1-propanol;PPMP,1-phényl-2-palmitoyl-3-morpholin
o-1-propanol; SPHK, sphingosine kinase; SPL, S1P lyase 1; SPT, sérine palmitoyltransférase; THI,
tétrahydroxybutylimidazole.
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2. Les effets associés au métabolisme du céramide dans le mélanome

Dans les cellules de mélanome, le métabolisme du Cer régule différentes étapes de la progression

tumorale (Carrié et al., 2020) (Figure 40). Ici, nous nous focaliserons uniquement sur les effets associés

a la ACDase, la GCS et les GCases.

Le Cer peut étre dégradé par la ACDase, codée par le gene ASAH1, dont le déficit est associé a deux
maladies lysosomales, la maladie de Farber et le phénotype SMA-PME. Une augmentation de
I’expression de la ACDase, associée a une diminution du taux de Cer, a été montrée dans les cellules
de mélanome ayant un phénotype prolifératif. Le taux abaissé de Cer serait secondaire a I'inhibition

de la synthése de novo mais réversé par |'utilisation d’un inhibiteur de la ACDase (Realini et al., 2016).

L'inhibition génétique d’ASAH1 (KO) dans des cellules de mélanome humain A375 se traduit par une
accumulation de Cer a longue chaine associée a un arrét du cycle cellulaire, de la sénescence et une

perte de la capacité d’auto-renouvellement (Lai et al., 2017). De plus, ces cellules normalement

résistantes au traitement par doxorubicine deviennent sensibles probablement via 'accumulation de
Cer (Lai et al., 2021). De maniere intéressante, il a été décrit que la ACDase participerait au switch
phénotypique des cellules de mélanome car le gene ASAH1 serait une cible directe de MITF (Leclerc et

al., 2019). Le géne ASAH1 pourrait étre aussi sous le contréle de ERK via le facteur de transcription

E2F1 (Malvi et al., 2021). Ainsi, I'inhibition pharmacologique de la ACDase par le Carmofur induit une

augmentation de Cer qui activerait PPARy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma) et
serait responsable de la diminution de la prolifération des cellules de mélanome. La croissance des
cellules de mélanome humain A375 est nettement diminuée chez les souris traitées par la combinaison
du carmofur et d’'un BRAFi, par rapport aux souris non traitées ou traitées par monothérapie (Malvi et

al., 2021).

La glucosylation du Cer en GlcCer par la GCS a été associée a I'expression de la glycoprotéine-P, une
protéine transmembranaire d’efflux des drogues aboutissant a la résistance des cellules tumorales a

divers traitements (Gouazé et al., 2004). De plus, le GlcCer, a la base d’autres GSL comme le ganglioside
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GM3, est associé a une augmentation de la motilité des cellules cancéreuses. Ainsi, I'inhibition de la
GCS a permis de réduire la croissance tumorale dans des modeles cellulaire et murin de mélanome

(Deng et al., 2002; Weiss et al., 2003).

Des travaux portant sur la GCase2 ont montré que son expression est diminuée dans les cellules de
mélanome par rapport aux mélanocytes et qu’une augmentation de son expression est associée a de
I'apoptose et a une inhibition de la croissance cellulaire in vitro et in vivo, secondaire a une

augmentation de Cer (Sorli et al., 2013). A I'inverse, I'inhibition de I'expression et de I'activité de la

GCase (lysosomale) est associée a une augmentation de la survie cellulaire en condition de privation

de sérum (Astudillo et al., 2016).

De plus, un exome de patients porteurs de mélanome a permis de mettre en évidence 3 mutations a
I’état hétérozygote dans le gene GBA : p.N409S, p.E365K et p.T408M (données personnelles, Prof N.
Soufir, Inserm U976,). L'impact de ces mutations sur le développement et la progression des
mélanomes n’est actuellement pas connu. Dans la maladie de Gaucher, la mutation p.N409S est la

mutation la plus fréquente (Taddei et al., 2009): elle représente 70% dans la population juive

ashkénaze et 30% dans la population générale. Cette mutation n’affecte pas le site catalytique de
I’enzyme mais est responsable d’un défaut de repliement de la protéine entrainant sa dégradation

prématurée par le protéasome (Ron and Horowitz, 2005). Quant aux mutants p.E365K et p.T408M,

leur pathogénicité reste trés controversée; ils sont considérés par certains auteurs comme des
polymorphismes. Toutefois, quand le mutant p.E365K est retrouvé sur le méme alléle qu’un autre
variant pathogénique comme N409S, il n'est plus neutre et augmente la sévérité de la maladie de

Gaucher (Cullen et al., 2011; Duran et al., 2013). Une étude prédictive de la pathogénicité de quelques

mutations de GBA montre qu’il existe une forte probabilité pour le mutant p.N409S et une probabilité

intermédiaire pour les mutants p.T408M et p.E365K d’étre pathogenes (Barkhuizen et al., 2016).
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Conclusion générale et objectifs de these

Cette revue bibliographique de la GCase met en évidence le rble de cette enzyme lysosomale dans

plusieurs processus pathologiques comme la maladie de Gaucher, la maladie de Parkinson et le cancer.

Dans le mélanome, le réle de la GCase demeure trés mal connu, il pourrait étre dépendant de ses effets

sur les concentrations de Cer, du GlcCer et/ou de la GlcSph.

Cette partie expérimentale s’articulera autour de deux hypotheses :

Dans une premiére partie, aprés avoir analysé la croissance tumorale de mélanome dans
des modeles murins Gaucher, nous étudierons les effets de I'inhibition de la GCase sur les
caractéristiques tumorales des cellules de mélanome. Pour cela, I'inhibition de la GCase se
fera par ARN interférence et par inhibition pharmacologique. Nous évaluerons également
les effets du traitement par la GlcSph sur les propriétés tumorales des cellules de
mélanome.

Enfin, dans une seconde partie, nous examinerons le role de la GCase et de la GlcSph sur

I’expression de I'alpha-synucléine.
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Matériel et méthodes (1ere partie)

A. Lignées cellulaires

Les cellules de mélanome murin B16F10 (issues de souris C57BL/6) proviennent de I’ATCC (American
Type Culture Collection). Les lignées de mélanome humain A375 et les cellules de mélanome murin
B16F10 ont été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Life
Technologies) a 4,5 g/L de glucose enrichi avec 10% de sérum de veau foetal (SVF) décomplémenté et
contenant le mélange pénicilline/streptomycine. Les cellules de mélanome primaire humain WM35
ont été cultivées dans un milieu contenant 80% de milieu filtré MCDB (Sigma-Aldrich), complété avec
du bicarbonate de sodium (17,86 mM) dont le pH a été ajusté a 7,4 et 20% de milieu Leibovitz L15
(Gibco, Thermo Fischer Scientific) supplémenté avec du calcium (1,68 mM), de I'insuline humaine
(5ug/mL Sigma-Aldrich) et 2% de SVF. Toutes les cellules ont été cultivées a 37°C dans une atmosphére

a 5% de CO; et ont été passées par traitement a la trypsine, lorsque la confluence était atteinte.
B. Transfection des shARN

La lignée A375 a été transfectée de facon stable par des shARN dirigés contre GBA humain, clonés dans
le plasmide pLKO-1 permettant une sélection stable a |'aide de la puromycine. Les cellules A375 ont
été transfectées en présence de Lipofectamine 2000 (1 mg/ml, Invitrogen®, référence : 11668-019)
avec le plasmide pLKO-1 (4ug), contenant un shARN dirigé contre GBA humain (Mission shNRA NM-
000157/TRCN0000029298, Sigma-Aldrich®). A 48h, de la puromycine (1ug/ml, Invivogen) a été
ajoutée. Trois transfectants stables différents, nommés shCtrl, shl et sh2, ont été isolés par dilution

limite. Ces cellules ont déja été utilisées pour des travaux précédents (Astudillo et al., 2016).
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C. Animaux

Deux modeles de souris Gaucher de type 1 ont été utilisés, obtenus grace a I'amabilité du Dr G.A.
Grabowski (Cincinnati, Ohio). Le premier modéle consiste en une souris homozygote pour la
substitution D409V (souris 409/409), générée sur un fond génétique C57BL/6-129SvEVBrd (Xu et al.,
2003). L'autre modele est une souris hétérozygote composite D409V/Null (409/null) obtenue par
croisement d'une souris wt/Null avec une souris D409V/D409V (Xu et al., 2003). La souris 409/409 a
un fond génétique composé de 50% de C57BL/6J et 50% de 129SvEvBrd, tandis que la souris 409/null
a un fond génétique composé de 50% FVB, 25% C57BL/6J et 25% 129SvEvBrd. Selon le modéle Gaucher
testé, les souris contrbles (wt) utilisées étaient soit sur un fond génétique double (C57BL/6-
129SvEvBrd) soit sur un fond génétique triple (50% FVB, 25% C57BL/6J et 25% 129SvEvBrd). Toutes les
souris ont été élevées dans des conditions sans pathogenes spécifiques dans le centre d’élevage
(CREFRE, Toulouse) avec des procédures standardisées de I'INSERM. Pour obtenir les différentes
lignées d'animaux, les lignées de souris suivantes ont été élevées: D409V/D409V femelles,
D409V/D409V males, wt/wt femelles, wt/wt males, wt/null femelles, wt/null males).
L'expérimentation animale a été menée en conformité avec la reglementation, apres approbation du

protocole par le comité d'éthique Midi-Pyrénées.

D. Drogues

Les produits suivants ont été utilisés: CBE, fourni par Toronto Research Chemicals, référence:
C666000 ; DMSO fourni par Euromedex, référence : UD8050-05 ; éthanol (EtOH) absolu fourni par
Fischer, référence : BP 2818-500; GlcSph, fourni par Merck, référence : 43659; Carmofur, fourni par

Sigma, référence C1494; Dabrafénib, fourni par Selleckchem, référence : $S2807.

E. Analyse de la croissance tumorale

Aprés culture, des cellules B16F10 (3x10°) ont été récoltées, mises en suspension dans du tampon

phosphate salin (PBS) puis injectées par voie sous-cutanée (ou par voie intra-dermique dans certains
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cas) dans le flanc de la souris. Environ tous les 3 jours, le volume tumoral a été mesuré et calculé en
utilisant un pied a coulisse (en utilisant la formule : volume = 0,52 x longueur x largeur). Les animaux
ont été sacrifiés par dislocation cervicale aprés anesthésie au chloroforme, puis les tumeurs et les

différents organes ont été prélevés, pesés, puis immédiatement congelés et conservés a -80°C.

F. Activité enzymatique de la glucosylcéramidase

Des fragments d'organes ont été broyés avec un homogénéiseur Ultra-Turrax, puis soniqués et
centrifugés a faible vitesse. En ce qui concerne les cellules, les culots cellulaires ont été repris dans
500uL de Triton X-100 (0,2%), puis soniqués (sonicateur a meche) pendant 20 secondes, a 4°C. Apres
dosage du contenu en protéines par la méthode de Bradford (Bradford, 1976), I'activité enzymatique
a été déterminée (sur 15 et 30 pg de protéines). Le substrat fluorescent 4-méthylumbelliféryl-B-D-
glucopyranoside (Fluka®) (1,8 mg/ml), préparé dans du tampon acétate, 1M, pH 4 est mélangé avec
du taurocholate de sodium (Sigma, T4009) 20 mM, pH 5,5, repris dans du Triton X100. Le substrat est
ajouté au lysat dilué dans du tampon citrate-phosphate, 1M, pH 4, puis incubé a 37°C pendant 1 heure.
La réaction enzymatique est stoppée avec 2 ml de tampon glycine/NaOH 0,5 M, pH 10,5. La
fluorescence a été mesurée (Lexc = 358 nm et Aem = 448 nm) et le signal de fluorescence enregistré a
été comparé a celui émis par une gamme de concentrations de 4-méthylumbelliférone. L'activité

spécifique de la GCase a été exprimée en nmol/h.mg de protéines.

G. Western Blot

Les culots cellulaires ont été resuspendus dans un tampon de lyse (Cell signaling, référence #9803)
contenant des antiprotéases (Sigma, référence : 11873580001), puis soniqués et centrifugés a 4°C
pendant 10 min a 14000g. La concentration en protéines a été déterminée selon la méthode de

Bradford (Bradford, 1976). Les extraits protéiques (40ug) ont été ensuite soumis a la séparation

électrophorétique dans un gel dénaturant de polyacrylamide/pré-coulé Biorad. Apreés transfert des

protéines sur une membrane de nitrocellulose, la membrane a été saturée pendant 1h avec une
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solution tampon Tris (TBS, Tris-buffered saline) contenant 0,1% de Tween-20 (TBST) et 5% de lait
écrémé. La GCase a été détectée par un anticorps monoclonal de souris anti-GCase humaine (Abcam),
dilué au 1/1000 dans du TBST 5% d’albumine bovine (BSA), incubé toute la nuit a 4°C. Un anticorps de
lapin anti-B-actine (clone 13ES, Cell signaling, référence #4970) a été utilisé pour un contréle de charge.
La révélation a été réalisée apres incubation avec un anticorps secondaire de souris ou de lapin couplé
a la peroxydase, dilué au 1/5000 et addition de son substrat chimiluminescent (ECL, Pierce®). La
révélation des gels a été réalisée grace a I'imageur Chemidoc (Biorad ®) et I'analyse des membranes

avec le logiciel ImageLab, Biorad.

H. Analyse des sphingolipides

Les SL des prélevements de foie et de rate ont été analysés par la plateforme de lipidomique MetaToul
(Inserm U1048, Toulouse). Les lipides ont été extraits selon la méthode de Bligh et Dyer (Bligh and

Dyer, 1959) et analysés par méthode LC-MS.

Des culots cellulaires ont été préparés a partir de cellules A375 ensemencées en flasques de 75 cm?

(T75) qui ont été traitées ou non (véhicule) avec de la GlcSph a 2,5 et a 5uM pendant 24h ou avec du
CBE a 30uM pendant 48h. Des culots ont également été réalisés a partir de T75 de A375 shCtrl, sh1l et
sh2. Les culots cellulaires ont ensuite été analysés au laboratoire de Biochimie Métabolique des
Hospices Civils de Lyon, grace a la collaboration des Drs Magali Pettazzoni et David Cheillan. Pour
I'analyse des lysosphingolipides (comprenant lysohexosylcéramides, lyso-Gb3, lysoSM et lysoSM509)
et des bases sphingoides (So, Sa, et S1P), I'extraction a été réalisée d’apres la méthode décrite par

(Boutin et al., 2012) puis adaptée selon Pettazzoni et al. (Pettazzoni et al., 2017). A noter que la

technique de séparation utilisée ne permet pas de distinguer les 2 épiméres GlcSph et
galactosylsphingosine (GalSph). Toutefois, par souci de simplification, nous présenterons les
concentrations cellulaires de monohexosylsphingosine évaluées par spectrométrie de masse sous le
nom de GlcSph. Les extraits ont ensuite été analysés par une méthode LC-MS/MS. Pour I'analyse des

SL (comprenant hexosylcéramide, sm, Cer et ganglioside), une extraction selon la méthode de Kirklund
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a été réalisée comme précédemment décrite (Le Barz et al., 2021). Les extraits ont été analysés par

méthode MS/MS (AP 4500 QTRAP MS/MS; Sciex Applied Biosystems).

Etude de la prolifération cellulaire

La prolifération a été évaluée a 'aide de I'Incucyte (Essen BioScience, Ann Arbor, MI, USA) qui est un
systeme de visualisation et d’analyse en temps réel de la croissance cellulaire. Les images ont été prises
aintervalles réguliers que I'on prédéfinit, a I'objectif 10x. Ce systeme permet de mesurer la confluence
des cellules ensemencées. La croissance cellulaire a été calculée en rapportant la confluence a chaque
temps a la confluence au moment du traitement puis a été ensuite rapportée a la condition contréle

c’est-a-dire traitée par le véhicule seul (éthanol ou DMSO) ou transfectée avec le shCtrl.

Dans une plaque 96 puits, les cellules A375 ont été traitées 24h aprés I'ensemencement (10 000
cellules par puits dans 200ul de milieu) avec le traitement a tester et avec le véhicule correspondant.

Chaque étude de prolifération a été réalisée en réplicat technique et en triplicats biologiques.

J. Etude de la viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire a été évaluée par un test colorimétrique au bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-
yl) -2,5-diphényltétrazolium (MTT, Euromedex®). Ce test repose sur la capacité des mitochondries

fonctionnelles des cellules vivantes a réduire le MTT en cristaux de formazan bleus.

Dans une plaque 96 puits, les cellules A375 ont été traitées 24h apres I'ensemencement (10 000
cellules par puits dans 200ul de milieu) avec le traitement a tester et avec le véhicule correspondant.
A la fin de la période de traitement définie, le MTT (0,5 mg/ml) a été ajouté pendant 3h a 37°C. Aprés
le retrait du milieu, I'ajout de 200ul de DMSO permet de dissoudre les cristaux et l'intensité de la
coloration a été mesurée par spectrophotométrie a 560 nm. Une dilution dans le DMSO est réalisée si
I'intensité est supérieure a 1. Les résultats ont été exprimés en pourcentage de viabilité par rapport

aux cellules recevant le véhicule.
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K. Etude de la mort cellulaire

La mort cellulaire a été évaluée par un double marquage annexine-V/7-AAD (kit Tonbo, référence : 35-
6410). L'annexine V est une protéine qui possede une forte affinité pour les phosphatidylsérines
(physiologiquement localisées dans le feuillet interne de la membrane plasmique), et couplée a un
fluorophore comme le FITC, elle permet donc de détecter les cellules en phase d’apoptose précoce par
cytométrie en flux. L'annexine V ne peut pas se lier aux cellules viables, celles-ci n’exposant pas de
phosphatidylsérines a leur surface. Le 7-AAD se lie de maniere réversible a 'ADN des cellules
perméabilisées. Ce double marquage permet de distinguer 4 populations : les cellules vivantes, 7-
AAD/annexine V double négatives; les cellules en apoptose précoce, 7-AAD négatives et annexine V
positives; les cellules en nécrose, 7-AAD positives et annexine V négatives, et les cellules mortes,

doubles positives.

Dans des flasques T25, les cellules A375 ont été traitées 24h apres I'ensemencement (2 millions de
cellules par flasque dans 5 ml de milieu) avec la GlcSph a 1, 2,5 et 5uM ou son véhicule (éthanol, EtOH).
A 12h et a 24h, les cellules ont été marquées selon le protocole du kit et aussitot analysées au
cytomeétre de flux (MACSQuant VYB). Pour I'acquisition, I’établissement des seuils a été réalisé grace a
des cellules non marquées et des cellules marquées. Apres exclusion des doublets, 20 000 événements
ont été acquis pour chaque condition et analysés secondairement sur le logiciel FlowJo®. Les résultats

ont été rapportés aux cellules recevant le véhicule.

L. Etude du cycle cellulaire

La distribution des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire a été évaluée par le marquage
a l'iodure de propidium (IP) (MERCK®, référence : P4170) qui se lie de facon réversible & ’ADN des

cellules.

Dans des flasques T25, les cellules A375 ont été traitées 24h aprés I'ensemencement (2 million de

cellules par flasque dans 5 ml de milieu) avec la GlcSph a 1, 2.5 et 5uM ou son véhicule (EtOH). A 24h,
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48h et a 72h, le milieu ainsi que les cellules trypsinisées sont récupérés afin de préparer un culot sec.
Aprés fixation dans I'EtOH 70% froid pendant 30mn a -20°C puis traitement par la RNAse A (10ug/ml)
(MERCK®, référence : R4642-10mg), les cellules ont été marquées a I'IP (50ug/ml) puis analysées au
cytometre de flux (MACSQuant VYB). Aprées exclusion des doublets, 20 000 événements ont été acquis
pour chaque condition et analysés secondairement sur le logiciel FlowJo®. Des cellules, traitées par la
blebbistatine 10uM (MERCK®, référence : BO560-1MG), un inhibiteur de myosine, ont permis d’avoir

un profil type de cellules multinucléées. Les résultats ont été rapportés aux cellules recevant le

véhicule.

M. Immunofluorescence

Les cellules A375 ont été ensemencées (30 000 cellules par puits) dans une lame a 8 puits (Lab-Tek,
Nunc, Thermofisher). Apres 24h, les cellules ont été traitées avec de la GlcSph a 5uM pendant 48h.
Puis les cellules ont été fixées dans du paraformaldehyde (4%) pendant 10 minutes. Apres lavages au
PBS, les cellules ont été incubées dans du PBS contenant 5% de BSA et 0.1% de saponine (Sigma-
Aldrich) pendant 20 minutes puis avec de la phalloidine, qui se fixe a I'actine, conjuguée a I’Alexa Fluor
488 (A12379, Life Technologies) pendant 1 h a température ambiante et dans I'obscurité. Les cellules
ont été ensuite lavées puis leur noyau a été marqué avec le DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole)
pendant 15 minutes. Enfin le montage de la lame a été fait a I'aide du vectashield. L’acquisition des

images a été réalisée au microscope confocal LSM 780 (Zeiss).

N. Analyses statistiques

Toutes les expériences ont été analysées par GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., California, US).
La significativité des différences entre les moyennes a été évaluée par différents tests statistiques
comme indiqué dans la légende des figures. Les astérisques indiquent des différences statistiquement

significatives : *, p<0.05 ; **, p<0.01 ; ***, p<0.001 ; ****, p<0.0001.

105



Résultats expérimentaux (1° partie)

Résultats antérieurs : Etude in vivo

A. La croissance du mélanome est exacerbée dans les modeles murins

Gaucher Gba1P409V/null ot Gg71 D409V/D40V.

Afin de tester le réle de I'inhibition de la GCase dans la progression tumorale, des cellules de mélanome
murin B16F10 ont été injectées en sous-cutané a des souris qui constituent un modele reconnu de
maladie de Gaucher de type 1: il s’agit des modeéles hétérozygotes composites D409V/null et
homozygotes D409V/D409V déja décrits (Xu et al., 2003).

L’analyse du volume (Figure 43A) et du poids tumoral (Figure 43B) montre que la croissance tumorale
est plus importante chez les souris Gba1®*®V/" par rapport aux souris sauvages. La mesure de I'activité
de la GCase réalisée sur le foie et la rate de ces animaux objective une diminution nettement
significative comparée aux souris sauvages (Figure 43C et D). La mesure du poids de la rate ne montre
aucune différence entre les souris, indiquant I'absence de splénomégalie a cet age (Figure 43B). Ainsi,

le déficit en GCase favoriserait la croissance des cellules de mélanome.
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Figure 43. Croissance tumorale du mélanome chez des souris Gba1P4°V/null

A. 3 x 10° cellules de mélanome murin B16F10 ont été injectées en sous-cutané a des souris
Gba1P4%V/nul (D409V/null) et & des souris sauvages (wt/wt) ayant le méme fond génétique (19-22
semaines de vie). Le volume tumoral a été mesuré tous les 3 jours. B. Le poids des tumeurs et des rates
a été mesuré 25 jours apres lI'inoculation tumorale. Les données sont exprimées sous la forme de la
moyenne +/- SEM d’au moins 2 expériences (n=7 a 21 souris). C, D. L’activité de la GCase a été mesurée
dans le foie (C) et dans la rate (D) qui ont été prélevés dans les souris D409V/null et wt/wt. Expériences
réalisées en double sur les échantillons de 3 a 6 souris (18-22 semaines de vie). Les comparaisons ont
été faites en utilisant le test de Mann-Whitney. Les astérisques indiquent des différences
statistiquement significatives : *, p<0.05 ; **, p<0.01 ; ****, p<0.0001.

Les cellules B16F10 ont aussi été injectées en sous-cutané dans un autre modéle murin Gaucher
homozygote D409V (409/409) et dans des souris hétérozygotes pour la mutation D409V (409/wt) de
fond génétique double. L’analyse du volume (Figure 44A) et du poids tumoral (Figure 44B) montre que
la croissance tumorale est plus importante chez les souris homozygotes 409/409 par rapport aux souris
hétérozygotes 409/wt. Comme dans le précédent modele, la mesure du poids de la rate ne montre
aucune différence entre les souris (Figure 44B). La mesure de I'activité de la GCase réalisée sur le foie
et la rate de ces animaux retrouve une diminution nettement significative comparée aux souris

hétérozygotes 409/wt (Figure 44C et D).
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Figure 44. Croissance tumorale des mélanomes chez les souris Gba1P*°V/P40%V ot Gha1P40oV/wt,

(A) 3 x 10° cellules de mélanome murin B16F10 ont été injectées en sous-cutané a des souris
Gba1P409v/P40%V (DA09V/D409V) et a des souris hétérozygotes (D409V/wt) ayant le méme fond
génétique (19-22 semaines de vie). Le volume tumoral a été mesuré tous les 3 jours. (B) Le poids des
tumeurs et des rates a été mesuré 20 jours apres l'inoculation tumorale. Les données sont exprimées
sous la forme de la moyenne +/- SEM d’au moins 2 expériences (n=7 a 21 souris). (C, D) L’activité de la
GCase a été mesurée dans le foie (C) et dans la rate (D) qui ont été prélevés dans les souris
D409V/D409V et D409V/wt. Expériences réalisées en double sur les échantillons de 3 a 6 souris (18-22
semaines de vie). Les comparaisons ont été faites en utilisant le test de Mann-Whitney. Les astérisques
indiquent des différences statistiquement significatives : *, p<0.05 ; **, p<0.01 ; ***, p<0.0001.

Afin d’évaluer I'impact du déficit enzymatique en GCase sur le métabolisme du Cer dans les organes,
une analyse des SLs a été réalisée sur les foies et les rates. Les résultats montrent une augmentation
significative des concentrations du GlcCer et de la GlcSph dans le foie (Figure 45A) et la rate (Figure
45B) des souris homozygotes (D409V/D409V) par rapport aux souris hétérozygotes (D409V/wt).
Aucune différence significative dans les concentrations de la SM, du Cer, du lactosylcéramide (LacCer),

du GM3 et du dihydrocéramide (DHCer) n’a été observée.
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Figure 45. Analyse sphingolipidomique du foie et de la rate rate chez les souris Gba1P*0?V/P40%V @t
Gba1D409V/wt.

Analyse sphingolipidomique par spectrométrie de masse des foies (A) et des rates (B) des souris Gbal
homozygotes (D409V/D409V) et des souris hétérozygotes (D409V/wt) ayant le méme fond génétique
(18-21 semaines de vie). Expériences réalisées en double sur des échantillons prélevés a J20de 3 a 6
souris (18-22 semaines de vie). Les comparaisons ont été faites en utilisant le test de Mann-Whitney.
Les astérisques indiquent des différences statistiquement significatives: *, p<0.05.SM,
sphingomyéline ; Cer, céramide ; LacCer, lactosylcéramide ; DHCer, dihydrocéramide.

L’ensemble de ces résultats montre une croissance tumorale favorisée dans les souris Gaucher
comparée aux souris controles suggérant un réle de la GCase dans la progression tumorale. De plus,

ces modeles présentent une augmentation des taux de GlcCer et GlcSph dans la rate et le foie, pouvant

suggérer un role de ces lipides dans la progression tumorale.
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I. Résultats de these : Etude in vitro

A. Expression et activité de la glucosylcéramidase dans le mélanome

Peu de données existent dans la littérature quant a I'expression de la GCase dans les pathologies

malignes et dans le mélanome cutané en particulier (Astudillo et al.,, 2016). Une analyse

bioinformatique des transcrits de GBA a partir de 2 cohortes (Kunz (Kunz et al., 2018) et TCGA (Cancer

Genome Atlas Network, 2015)) a révélé une expression accrue dans les mélanomes par rapport aux

naevi ainsi qu’une augmentation des transcrits dans les tumeurs métastatiques par rapport aux
tumeurs primaires (Figure 46A-B). Pour vérifier ces données, nous avons mesuré |’activité enzymatique
de la GCase dans les différentes lignées de mélanome humain disponibles au laboratoire. Nos résultats
montrent une forte diminution de I'activité GCase dans les cellules tumorales par rapport a I'activité
mesurée dans des mélanocytes. La diminution est plus marquée et significative dans les lignées
métastatiques (Figure 46C). Dans leur ensemble, ces résultats suggérent que I'activité catalytique de
la GCase diminue avec la progression tumorale et que cette diminution ne serait pas secondaire a une

diminution de la transcription de GBA mais a une modification post-transcriptionnelle.
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Figure 46. Expression et activité de la GCase en fonction du stade du mélanome humain.

A et B. Expression des transcrits de GBA dans des naevi et des mélanomes. A. Données issues de la
cohorte Kunz (d’apres la base de données Oncogene (2018)) comprenant 23 naevi et 57 mélanomes
primaires humains (Primary M.). B. Données issues de la cohorte TCGA comprenant 97 mélanomes
primaires (Primary M.) et 361 mélanomes métastatiques (Metastatic M.). Les différences statistiques
ont été déterminées en utilisant le test de Mann-Whitney. C. Activité de la GCase, déterminée avec un
substrat fluorogénique, dans des lysats de mélanocytes primaires humains et de lignées de mélanome
humain non métastatiques (n=3) et métastatiques (n=11). L’activité enzymatique est exprimée en
nmol/h.mg de protéines (moyenne +/- SEM de 1 a 6 expériences indépendantes). Les comparaisons
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ont été faites en utilisant le test de Kruskall-Wallis. Les astérisques indiquent des différences
statistiquement significatives : **, p<0.01, ***, p<0,001. ns, non significatif.

B. Génération de modeles cellulaires d’inhibition génétique et

pharmacologique de la glucosylcéramidase

Afin d’étudier les effets du déficit de la GCase dans le mélanome, nous avons généré des cellules de
mélanome métastatique A375 dans lesquelles I'expression et/ou l'activité de la GCase ont été tres

fortement abaissées :

1- des cellules dans lesquelles des shARN dirigés contre GBA ont été introduits (Astudillo et al.,
2016). La figure 47 montre que dans les cellules A375 shl et sh2 I'expression protéique (Figure 47A) et
I'activité de la GCase (Figure 47B) sont fortement diminuées, comparées a celles des A375 parentales
ou A375 shCtrl. Cependant, aucune augmentation significative des taux de GlcSph et de GlcCer n’est
retrouvée dans les cellules transfectées avec le sh1l et le sh2 par rapport aux cellules contrdéles ou non
transfectées. De facon surprenante, les cellules transfectées avec le shCtrl présentent un taux de

GlcSph significativement plus élevé que les cellules non transfectées (Figure 47C).

2- des cellules traitées par le CBE, un inhibiteur pharmacologique irréversible de la GCase. Le
traitement des cellules A375 avec 30uM de CBE pendant 48h réduit tres fortement et de maniere
significative I'activité de la GCase (Figure 47D) et augmente significativement le taux cellulaire de

GlcSph (Figure 47E). Le taux de GlcCer, quant a lui, reste inchangé (Figure 47E).
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Figure 47. Génération de modeles cellulaires de mélanome humain dans lesquels la GCase a été
inhibée.

A-C: les cellules A375 ont été transfectées ou non avec différents shARN dirigés contre GBA. Trois lots
de cellules ont été sélectionnés apres culture en présence de puromycine : shCtrl, shl et sh2. A.
I’expression de la GCase a été évaluée par Western Blot et la quantification a été rapportée aux cellules
shCtrl. Les résultats représentent la moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. B. L’activité
enzymatique de la GCase a été testée avec un substrat fluorogénique, et les valeurs obtenues ont été
rapportée aux cellules shCtrl. Les résultats représentent la moyenne +/- SEM de 3-5 expériences
indépendantes. C. Concentrations de la GlcSph et du GlcCer évaluée par spectrométrie de masse, et
rapportée aux cellules shCtrl. Les résultats représentent la moyenne +/- SEM de 3 expériences
indépendantes. D-E. Les cellules A375 ont été traitées 48h avec du CBE a 30 uM ou le DMSO (veh). D.
L’activité enzymatique de la GCase a été testée avec un substrat fluorogénique, et les valeurs obtenues
ont été rapportée aux cellules traitées par le véhicule. Les résultats représentent la moyenne +/- SEM
de 8 expériences indépendantes. E. Concentrations de la GlcSph et du GlcCer évaluée par
spectrométrie de masse, et rapportée aux cellules traitées par le véhicule. Les résultats représentent
la moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. Les comparaisons des données ont été faites en
utilisant les tests de Kruskall-Wallis pour A-C et de Mann-Whitney pour D-E. Les astérisques indiquent
des différences statistiqguement significatives : *, p<0.05, **, p<0,01, **** p<0,0001. ns, non
significatif.
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C. L'inhibition de la glucosylcéramidase ne modifie pas la prolifération in vitro

des cellules de mélanome

Pour évaluer le role de la GCase dans la prolifération des modeles cellulaires de mélanome
précédemment décrits, une analyse de la croissance cellulaire a été réalisée a 'aide de I'Incucyte, un
automate possédant un systeme de visualisation et d’analyse en temps réel de la croissance cellulaire
in vitro. Les résultats montrent que la prolifération des cellules A375 traitées au CBE est la méme que
celle de cellules non traitées (Figure 48A et B). De la méme maniére, la prolifération des cellules de
mélanome dans lesquelles la GCase a été inhibée par une approche génétique est identique a celle des
cellules parentales ou shCtrl (Figure 48C et D). Ainsi, I'inhibition de la GCase ne modifie pas la

prolifération in vitro des cellules de mélanome A375.
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Figure 48. Effet de I'inhibition de la GCase sur la prolifération des cellules de mélanome humain
A375.

A et B. Cellules traitées au CBE 30uM ou avec du DMSO (veh). C et D. Cellules non-transfectées (nt) et
transfectées avec le shCtrl, le shl et le sh2. La croissance cellulaire a été évaluée par la mesure de la
confluence par I'automate Incucyte. A et C. Représentation de la croissance cellulaire d’une seule
culture réalisée en duplicat. B-D. La confluence a été mesurée toutes les 24h pendant 96h. Les valeurs
obtenues pour les cellules traitées au CBE et celles exprimant un sh dirigé contre GBA ont été
respectivement rapportées a celles des cellules traitées par le DMSO ou exprimant le shCtrl. Les
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résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. Les comparaisons ont
été examinées en utilisant le test two-way Anova avec correction Geisser-Greenhouse. ns, non
significatif.

D. La glucosylsphingosine diminue la croissance des cellules de mélanome in

vitro

Nous avons observé que I'inhibition génétique ou pharmacologique de la GCase n’a pas d’effet sur la
croissance cellulaire in vitro. Ceci pourrait étre lié a une faible accumulation de GlcSph (Figure 47C et
E). Afin d’étudier les effets dépendants de la GlcSph, des cellules A375 ont été traitées par des
concentrations croissantes de GlcSph (1, 2,5 et 5uM). La croissance de ces cellules a été évaluée par la
mesure de la confluence pendant 72h (Incucyte). Une diminution significative a été observée dans les
24 premieres heures pour les cellules traitées par rapport aux cellules non traitées (véhicule). Cette
diminution est dose-dépendante et transitoire puisque les courbes de croissance rejoignent celle des
cellules traitées avec le véhicule (Figure 49A et B). Les mémes résultats ont été obtenus dans les
cellules WM35, une lignée de mélanome primaire mutée pour BRAF (BRAFV600E) (Figure 49C). Ces

résultats montrent une diminution de la croissance cellulaire in vitro induit par la GlcSph.
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Figure 49. Effet de la GlcSph sur la croissance des cellules de mélanome A375 et WM35.

Les cellules A375 et WM35 ont été traitées avec différentes concentrations de GlcSph (1, 2,5 et 5SuM)
ou par I'EtOH (veh). Etude de la croissance des cellules évaluée par la mesure de la confluence par
I'automate Incucyte. A. Représentation de la croissance cellulaire d’une seule culture A375 réalisée en
duplicat. La confluence des cellules A375 (B) et WM35 (C) a été mesurée a différent temps pendant
96h et les valeurs obtenues pour les cellules traitées par la GlcSph ont été rapportées a celles des
cellules traitées par le véhicule. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM de 3 expériences
indépendantes. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. Les
comparaisons ont été effectuées en utilisant le test two-way Anova. Les astérisques indiquent des
différences statistiquement significatives : *, p<0.05, **, p<0,01, ***, p<0,001.
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E. La glucosylsphingosine induit la nécrose des cellules de mélanome in vitro

Pour évaluer un potentiel role toxique de la GlcSph, la viabilité des cellules A375 a été mesurée par des
tests MTT. Nos résultats montrent une diminution de la viabilité des cellules traitées avec 2,5uM de
GlcSph a 48h ainsi qu’avec 5uM a 24h et 48h. Aprés 72h de traitement, aucune différence n’est
observée entre les différentes conditions. La GlcSph diminue donc la viabilité cellulaire mais cet effet

semble réversible (Figure 50A).

Pour préciser les causes de la diminution de la viabilité cellulaire induite par la GlcSph, un double
marquage 7-AAD et annexine V suivi d’une analyse en cytométrie de flux, permettant d’évaluer la mort
cellulaire, a été réalisé. A 24h, les traitements par 2,5 et 5uM de GlcSph induisent une augmentation
significative des cellules en nécrose (7-AAD+ et Annexine V-) par rapport aux cellules contréles
(véhicule) (Figure 50B-C). Ainsi, la diminution de croissance et viabilité cellulaires retrouvée dans les

24 premiéres heures aprés traitement par la GlcSph pourrait étre secondaire a une mort nécrotique.
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Figure 50. Effet de la GlcSph sur la viabilité et la mort cellulaire des cellules de mélanome A375.
Les cellules ont été traitées avec différentes concentrations de GlcSph (1, 2,5 et 5uM) ou par I'EtOH
(veh). A. Etude de la viabilité, évaluée par le test MTT. La densité optique a été mesurée a 24h, 48h et
72h et les valeurs obtenues pour les cellules traitées par la GlcSph ont été rapportées a celles des
cellules traitées par le véhicule. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM de 4 expériences
indépendantes. B-C. Etude de la mortalité cellulaire, évaluée par le double marquage 7-AAD/annexine
V, des cellules traitées par la GlcSph ou par le véhicule. B. Représentation en dot plots de la mortalité
cellulaire d’un lot cellulaire traité avec les différentes concentrations de GlcSph ou avec le véhicule C.
La proportion cellulaire des différents groupes (cellules vivantes, cellules en apoptose précoce, cellules
en nécrose et cellules mortes par nécrose ou apoptose) (cf. méthodes) a été mesurée a 24h et les
valeurs obtenues pour les cellules traitées par la GlcSph ont été rapportées a celles des cellules traitées
par le véhicule. Les résultats obtenus sont exprimés en moyenne +/- SEM de 3 expériences
indépendantes (plus de 20 000 événements ont été acquis et analysés). Les comparaisons ont été
effectuées en utilisant le test two-way Anova. Les astérisques indiquent des différences
statistiquement significatives : *, p<0.05, **, p<0,01, ***, p<0,001, **** p<0,0001.
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F. La glucosylsphingosine génere des cellules de mélanome multinucléées

Pour explorer le mécanisme qui entraine la diminution de la croissance, le cycle cellulaire des cellules
traitées par GlcSph a été étudié a 24h, 48h et 72h, par un marquage a l'iodure de propidium (IP). Les
résultats montrent que la GlcSph a 5uM induit une diminution des cellules en phase G1, qui
représentent des cellules diploides (2N), a 24h, 48h et 72h (Figure 51A-C). Cet effet est aussi visible a
48h avec des concentrations plus faibles de GlcSph en comparaison aux cellules traitées avec le
véhicule. De plus, une diminution des cellules en phase S est observée a 24h dans les cellules sous 5uM
de GlcSph, indiquant un ralentissement de la prolifération cellulaire (Figure 51A), ce qui corrobore la
diminution de la croissance cellulaire observée a I'Incucyte dans les mémes conditions (Figure 51A et
B). Cette diminution est suivie d’une augmentation des cellules en phase S et G2M a 48h et 72h de
traitement (Figure 51B et C). Ces résultats sont en accord avec les données obtenues a I'Incucyte
(Figure 51A et B). L’ensemble de ces données montrent que la GlcSph peut induire une diminution de
la prolifération (sans blocage du cycle) associée a de la mort cellulaire par nécrose dans les 24

premieres heures.

L’analyse du cycle cellulaire a également révélé la présence de cellules au contenu 8N et 16N aux
différents temps testés. La plus grande proportion, environ 7% de cellules 8N, est observée pour des
cellules traitées avec 5uM de GlcSph pendant 48h (Figure 51D-F). La morphologie de ces cellules a été
également évaluée en immunofluorescence avec un marquage DAPI (noyau) et phalloidine (actine)
(Figure 51G). Ces cellules sont plus grandes et contiennent plusieurs noyaux en « configuration de

fleur ». Aucune image de phagocytose ni de fusion cellulaire n’a été observée par ailleurs.
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Figure 51. Effet de la GlcSph sur le cycle et la morphologie des cellules de mélanome A375.

Les cellules ont été traitées avec différentes concentrations de GlcSph (1, 2,5 et 5uM) ou par I'EtOH
(veh). A-C. Etude du cycle cellulaire des cellules A375 évaluée par le marquage par l'iodure de
propidium (IP), des cellules traitées par la GlcSph ou par le véhicule. La proportion des cellules dans les
phases G1, S et G2/M a été mesurée a 24h, 48h et 72h et les valeurs obtenues pour les cellules traitées
par la GlcSph ont été rapportées a celles des cellules traitées par le véhicule. Les résultats sont
exprimés en moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes (plus de 20 000 événements ont été
acquis et analyses). D-E. Proportion des cellules multinucléées 8N et 16N aux différents temps. A 48h,
les cellules multinucléées 8N et 16N représentent 6,9% et 1,1%, respectivement, par rapport a
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I’ensemble des cellules traitées avec 5uM de GlcSph. F. Profil cytométrique montrant la polyploidie
d’un lot d’A375 traitées avec différentes concentrations de GlcSph ou de blébbistatine a 48h. La
blébbistatine a été utilisée comme contrdle positif de polyploidie. G. Morphologie cellulaire en
immunofluorescence aprés marquage au DAPI (noyau, bleu) et a la phalloidine (actine, vert)
(grossissement x63). Visualisation au microscope confocal LSM780. Les comparaisons ont été faites en
utilisant le test two-way Anova. Les astérisques indiquent des différences statistiquement
significatives : *, p<0.05, **, p<0,01, ***, p<0,001, ****, p<0,0001.

G. La glucosylsphingosine diminue la survie des cellules de mélanome privées

de sérum

Dans les tumeurs, les cellules tumorales sont exposées a des variations de leur microenvironnement
(hypoxie, carence nutritionnelle) auxquelles elles survivent grace a la mise en place de différents
mécanismes de résistance. Dans ce travail, nous avons étudié les effets de I'inhibition de la GCase sur
la sensibilité des cellules de mélanome a la déprivation de sérum. Les travaux précédents de I'équipe
avaient montré que les cellules A375 transfectées avec le shl et le sh2 dirigés contre GBA survivaient

mieux que les cellules témoins (shCtrl) en condition de privation de sérum (Astudillo et al., 2016). Dans

le but de déterminer si ces effets sont dépendants de la GlcSph, des cellules de mélanome A375
cultivées avec peu (D1, 1% de SVF) ou pas de sérum (DO, 0% de SVF) ont été traitées avec 2,5uM de
GlcSph pendant 72h (Figure 52A-C). L'analyse de la viabilité par les tests MTT montre que la GlcSph
induit une diminution significative de la survie des cellules cultivées en D1 et DO comparées aux cellules
cultivées en milieu complet (D10, 10% de SVF) (Figure 52A-C). L’'ensemble de ces données suggerent
gue la survie précédemment observée dans les cellules transfectées par les shARN contre GBA est

indépendante de la GlcSph.
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Figure 52. Effet de la GlcSph sur la survie des cellules de mélanome privées ou non de sérum.

Les cellules A375 ont été traitées avec 2,5uM de GlcSph ou avec le véhicule (EtOH) dans du milieu de
culture contenant des concentrations variables en SVF (D10, contenant 10% de sérum ; D1, contenant
1% de sérum ou DO, sans sérum). Etude de la viabilité, évaluée par le test MTT. La densité optique a
été mesurée a 24h (A), 48h (B) et 72h (C) et les valeurs obtenues pour les cellules traitées par la GlcSph
ont été rapportées a celles des cellules traitées par le véhicule. Les résultats sont exprimés en moyenne
+/- SEM de 3 expériences indépendantes. Les comparaisons ont été effectuées en utilisant le test two-
way Anova avec correction Geisser-Greenhouse. Les astérisques indiquent des différences
statistiquement significatives : *, p<0.05, **, p<0,01, ***, p<0,001, **** p<0,0001.

H. La glucosylsphingosine sensibilise les cellules de mélanome au dabrafénib

Une autre caractéristique des cellules tumorales est de développer des résistances aux traitements.
Dans ce travail, nous avons étudié les effets de I'inhibition de la GCase sur la sensibilité des cellules de
mélanome aux thérapies ciblées, notamment au dabrafénib (un BRAFi). Pour cela, la réponse au

dabrafénib a été évaluée par des tests MTT sur les cellules A375 qui présentent la mutation BRAFV6%E,

Les résultats montrent une diminution dose dépendante de la viabilité des cellules A375 traitées par
le dabrafénib pendant 48h. Par contre, I'inhibition de la GCase par shARN dans ces cellules n"augmente
pas leur sensibilité vis-a-vis de cette drogue (Figure 53A). A I'inverse, I'inhibition par le CBE entraine
une diminution significative de la viabilité des cellules traitées par dabrafénib a 24h par rapport aux
cellules traitées uniquement par le dabrafénib (Figure 53B). Cette diminution n’est plus observée a
48h. Il est important de noter que le traitement par le CBE est associé a une augmentation des taux
cellulaires de la GlcSph d’environ 40 fois (Figure 47E) alors qu’aucune augmentation significative n’est

retrouvée dans les cellules transfectées avec les sh dirigés contre GBA (Figure 47C), suggérant que les
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taux cellulaires de GlcSph pourraient étre associés aux effets observés. Dans le but d’étudier cette
hypothése, les cellules ont été directement traitées avec de la GlcSph exogene. Le traitement par la
GlcSph (2,5uM) entraine une diminution significative de la viabilité des cellules traitées par le
dabrafénib a 24h par rapport aux cellules traitées uniquement par le dabrafénib (Figure 53C) mais cette
diminution est probablement due a I'effet seul de la GlcSph puisqu’aucune différence n’est observée
entre les cellules traitées par la GlcSph seule et celles traitées par la combinaison des deux molécules.
De maniére intéressante, apres 48h de traitement, la viabilité des cellules doublement traitées
(Dabrafénib et GlcSph) est plus faible que celle des cellules traitées uniquement par le dabrafénib ou
par la GlcSph (Figure 53C), démontrant le potentiel effet sensibilisant de la GlcSph vis-a-vis du

dabrafénib.

Enfin d’évaluer si les effets observés dans les cellules traitées au CBE et au dabrafénib (Figure 53B)
étaient dus a une accumulation de GlcSph secondaire a une métabolisation du GlcCer par la ACDase,
nous avons réalisé une pré-incubation de 24h des cellules avec le carmofur, un inhibiteur de cette
enzyme. Les résultats montrent que le carmofur semble abolir les effets sensibilisant du CBE sur le
dabrafénib (p=0.0533) aprés 24 heures de traitement (Figure 53D). Ces données suggéerent que la
sensibilisation des cellules de mélanome au dabrafénib induite par le CBE pourrait étre due a
I"accumulation de GlcSph formée via la transformation du GlcCer par la ACDase. Cependant, I'effet
inhibiteur du carmofur sur la ACDase reste a démontrer dans ce modeéle cellulaire, ainsi que sur les

taux cellulaires de GlcCer et de GlcSph.
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Figure 53. Impact de I'inhibition de la GCase sur la sensibilité des cellules de mélanome humain A375
au dabrafénib.

A. Les cellules A375 transfectées par des shARN contre GBA ont été traitées avec des concentrations
variables de dabrafénib ou avec I'EtOH (veh) pendant 48h. Etude de la viabilité, évaluée par le test
MTT. La densité optique a été mesurée a 48h et les valeurs obtenues pour les cellules traitées par la
GlcSph ont été rapportées a celles des cellules traitées par le véhicule. Les résultats sont exprimés en
moyenne +/- SEM de 2 expériences indépendantes. B-D. Les cellules A375 ont été pré-incubées
pendant 24h avec le CBE a 30uM (B et D), la GlcSph a 2,5uM (C) ou le carmofur a 50uM (D) puis traitées
avec le dabrafénib 1uM pendant 48h. La viabilité des cellules A375, mesurée par le test MTT, a été
exprimée en moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. Les comparaisons ont été faites en
utilisant le test two-way Anova. Les astérisques indiquent des différences statistiquement
significatives : *, p<0.05, **, p<0,01, ***, p<0,001, ****, p<0,0001. ns, non significatif.
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Les effets induits par la glucosylsphingosine sont dépendants de sa

concentration cellulaire

L’'ensemble de nos résultats montrent que les cellules de mélanome traitées directement avec de Ia
GlcSph exogeéne présentent des caractéristiques, parmi lesquelles la diminution de la croissance
cellulaire in vitro et la génération de cellules multinucléées, différentes des cellules dont la GCase a été
inhibée par shARN ou par CBE. Pour déterminer si ces différences pourraient étre en lien avec la
composition en SL, une analyse globale de I'ensemble des SL intracellulaires et associés aux

membranes a été réalisée par spectrométrie de masse.

L’analyse des SL des cellules traitées par la GlcSph (2,5 et 5uM) pendant 24h montre une trés forte
augmentation du taux de GlcSph (1,6 et 4,1 nmol/mg de protéines, respectivement) par rapport aux
cellules non traitées (environ 0,11 pmol/mg de protéines) (Figure 54A). Ce taux de GlcSph est
également plus important que celui mesuré dans les cellules traitées par CBE pendant 48h (4,57 pmol/
mg de protéines) (Figure 47C). La proportion de GlcSph qui est retrouvée associée aux cellules aprés
I'ajout de ce lyso-SL dans le milieu extracellulaire, est d’environ 10%, indiquant que 90% de la GlcSph
ajoutée n’a pas été captée par les cellules (ce qui est le plus probable) ou bien a été métabolisée. Sur
ce dernier point, nos résultats montrent que le taux de So est significativement plus élevé dans les
cellules traitées par la GlcSph exogene par rapport a celles traitées avec le véhicule mais sans
différence entre les concentrations 2,5 et 5uM (Figure 54A). Cela pourrait indiquer qu’une partie de la
GlcSph a été catabolisée en So (peut-étre par la GCase, avec une capacité maximale) et qu’une autre
partie de la GlcSph est restée adsorbée aux membranes, ou s’est localisée dans un autre compartiment
cellulaire sans dégradation. Le taux de So n’est pas modifié dans les cellules traitées par le CBE ou celles
transfectées par les sh dirigés contre GBA (Figure 54B). Aucune modification significative n’a été
observée pour le Cer ou les autres SL étudiés dans les cellules traitées avec la GlcSph (Figure 55A) ou

celles dans lesquelles la GCase a été inhibée par shARN ou par CBE (Figure 55B et C).
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Ces résultats montrent que le traitement des cellules par la GlcSph modifie le métabolisme des SL, ce

qui n’est pas retrouvé lorsque la GCase a été inhibée par shARN ou par CBE. Le taux tres élevé de

GlcSph ainsi que le taux élevé de So pourraient donc expliquer les effets cellulaires précédemment
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shCtrl, le sh1 ou le sh2 (C). Les valeurs obtenues ont été rapportées au véhicule (A et B) ou au shCtrl
(C). Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. Les
comparaisons des données ont été faites en utilisant les tests de Kruskall-Wallis pour A et C, et le test
Mann-Whitney pour B. Les astérisques indiquent des différences statistiquement significatives : *,
p<0.05, **, p<0,01. ns, non significatif.

Représentation graphique du métabolisme de la GlcSph dans les différents modeéles utilisés, a partir
des résultats des dosages des SL.

GlcSph, glucosylsphingosine; GlcCer, glucosylcéramide; Cer, céramide; So, sphingosine; S1P,
sphingosine-1-phosphate ; Sa, sphinganine ; SM, sphingomyéline ; SMS, sphingomyéline synthase ;
SMase, sphingomyélinase; GCS, glucosylcéramide synthase; (A)CDase, céramidase (acide); GCase,
glucosylcéramidase ; SK1, sphingosine kinase 1 ; SPP, sphingosine-1-phosphate phosphatase.

ns ns
A ns s ns |
10 a0 T 6000 4000
ns ns
3 ns 304 3000~
g | g | \ % sooo- | \ H
oo =] =1} = o
GE 55 24 | 55 EE 2000
[-] [-] (=] 20004 [-]
g £ 10 g £ 1000
T
1 0 0= 0-
veh 2.6 6 veh 25 5 veh 25 &
ns
B ns ™ 5000 2000+
15 40 :
- T _ s = g 1500
] T 304 5 ] s
= 1.0 5 3000 &
(= 5 2,0 5E SE 1000
o E v E = 3 2000 3
gos [ E E
g 5 10 & ool & 500+
0.0 0 o

Veh CBE Veh CBE veh CBE
€
10+ = 50+ i
ns | ns ns | ns
T
8 40+ il ns
-“5‘ T g ns | ns
s 6 5 304 BOOO r—-]
o o =c
wE BE < 6000 g
g g s s
E 4 E 20- = -
= = B = g 4000 g g
2 10+ E g_
S 2000 =3
o 0= 0

nt shCtrl sh1 sh2 nt shCtrl sh1 sh2 nt shCtrl sh1 sh2 nt shCtrl shi1 sh2

Figure 55. Analyse sphingolipidomique (suite).

Analyse sphingolipidomique par spectrométrie de masse des cellules traitées par GlcSph a 2,5 et 5uM
pendant 24h (A), des cellules traitées par CBE 30uM pendant 48h (B) des cellules transfectées par le
shCtrl, le sh1 ou le sh2 (C). Les valeurs obtenues ont été rapportées au véhicule (A et B) ou au shCtrl
(C). Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. Les
comparaisons des données ont été faites en utilisant les tests de Kruskall-Wallis. ns, non significatif.
S1P, sphingosine-1-phosphate; Sa, sphinganine; SM, sphingomyéline.
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J. Les effets anti-prolifératifs induits par la glucosylsphingosine ne sont pas

dépendants de la glucosylcéramidase

Les expériences précédentes ont montré que I'effet de la GlcSph sur la croissance cellulaire semble
limité dans le temps, suggérant un possible catabolisme de la molécule, conforté par I'élévation du
taux cellulaire de So. Pour tester cette hypothese, les cellules de mélanome ont été traitées une seule
fois ou tous les jours avec différentes concentrations de GlcSph, puis la croissance cellulaire a été
mesurée (Figure 56A). Les résultats montrent que la croissance des cellules traitées quotidiennement
avec les concentrations 1 et 2,5uM est la méme que celle des cellules traitées une seule fois. A
I'inverse, pour la concentration 5uM, on observe que l'apport quotidien de GlcSph induit une
diminution significative de la croissance cellulaire a 96h comparées aux cellules pour lesquelles le
traitement n’a pas été renouvelé (Figure 56A). Ces données suggérent que la GlcSph pourrait étre
transformée au cours du temps et donc n’aurait plus d’effet sur la croissance. Pour déterminer si la
GCase pourrait étre responsable de ce phénomeéne, les cellules A375, dans lesquelles I'activité de la
GCase était inhibée par le CBE, ont été traitées par la GlcSph a 5uM (Figure 56B). Les résultats montrent
que l'inhibition de la GCase n’a pas majoré I'effet de la GlcSph indiquant que la GCase lysosomale

n’intervient pas dans le catabolisme de la GlcSph.
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Figure 56. Role de la GCase dans le métabolisme de la GlcSph dans les cellules de mélanome A375.
A. Les cellules A375 ont été traitées avec différentes concentrations de GlcSph (1, 2,5 et 5uM) ou par
I’éthanol (veh), une seule fois ou tous les jours (daily). La croissance des cellules A375 a été évaluée
par la mesure de la confluence par 'automate Incucyte. La confluence a été mesurée toutes les 24h
pendant 96h et les valeurs obtenues pour les cellules traitées par la GlcSph ont été rapportées a celles
des cellules traitées par le véhicule. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM de 3 expériences
indépendantes. B. Les cellules A375 ont été traitées par le CBE a 30uM et par la GlcSph a 5 uM. La
croissance des cellules A375 a été évaluée par la mesure de la confluence par I'automate Incucyte. La
confluence a été mesurée toutes les 24h pendant 96h et les valeurs obtenues pour les cellules traitées
par la GlcSph ont été rapportées a celles des cellules traitées par le véhicule. Les résultats sont
exprimés en moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. Les comparaisons ont été faites en
utilisant le test two-way Anova avec correction Geisser-Greenhouse. Les astérisques indiquent des
différences statistiquement significatives : *, p<0.05, **, p<0,01.
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Matériel et méthodes 2¢™M€ partie

A. Cellules

Les cellules ont été cultivées dans du DMEM a 4,5 g/L de glucose (Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
Life Technologies) pour les cellules de mélanome humain A375 et les fibroblastes ou dans du RPMI
1640 (Roswell Park Memorial Institute, Life Technologies) pour les cellules Jurkat (cellules
lymphoblastoides T), a 37°C dans une atmosphére a 5% de CO,, milieu enrichi avec 10% de sérum de

veau foetal (SVF) décomplémenté et contenant le mélange pénicilline/streptomycine (100 Ul/ml).
B. Transfection cellulaire et expression de SNCA sauvage ou muté

Le plasmide pcDNA3.1(+) contenant le cDNA codant pour la séquence humaine de SNCA sauvage (WT)
ou mutée (p.A53T) a été créé et fourni par Genscript®. La lignée A375 a été transfectée par le plasmide
vide (EV) ou contenant le cDNA WT ou muté par la Lipofectamine 2000 (Invitrogen®). Au bout de 48h,
les cellules ont été cultivées en présence de G418 (généticine ; Sigma-Aldrich) a la concentration

initiale de 1,5 mg/ml puis 500ug/ml. L’expression de I'alpha-synucléine a été vérifiée par Western Blot.
C. Western Blot

Aprés incubation avec les réactifs indiqués, les cellules ont été récoltées par trypsinisation. Les culots
cellulaires ont été resuspendus dans un tampon de lyse contenant des antiprotéases, soniqués et
centrifugés a 4°C pendant 10 min a 14000g. La concentration en protéines a été déterminée selon la

méthode de Bradford (Bradford, 1976). Les extraits protéiques (40ug) ont été ensuite soumis a la

séparation électrophorétique dans un gel dénaturant de polyacrylamide/pré-coulé Biorad. Aprés
transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose, la membrane a été saturée pendant 1h
avec une solution Tris-buffered saline (TBS) contenant 0,1% de Tween-20 (TBST) et 5% de lait écrémé.

L'alpha-synucléine a été détectée en utilisant 'un ou I'autre des anticorps monoclonaux de souris
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suivants: le clone 4D6 (Abcam, référence: ab1903) ou le clone syn211 (Abcam, référence: ab80627),
apres dilution au 1/1000 dans du TBST 1% lait écrémé. Un anticorps de lapin anti-B-actine a été utilisé
pour un contréle de charge. Aprés lavage, les membranes ont été incubées pendant 2h a température
ambiante avec un anticorps secondaire, couplé a la peroxydase, de souris ou de lapin, dilué au 1/1000
pour I'alpha-synucléine et au 1/5000 pour I'actine. La révélation des membranes a été faite aprés ajout
du substrat chimiluminescent (ECL, Pierce®) grace au systeme Chemidoc (Biorad). Les bandes ont été

quantifiées par le logiciel ImageLab (Biorad).
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Résultats expérimentaux (2¢™€ partie)

Dans cette 2™ partie, nous avons étudié I'expression de Ialpha-synucléine dans les cellules de
mélanome qui pourrait contribuer a la tumorigenése (cf. Partie 11.C.4) et qui pourrait étre affectée par
I'inhibition de la GCase. En raison des différentes conformations de I'alpha-synucléine (monomérique
et oligomérique), I'expression de cette derniere a été analysée a I'aide de 2 anticorps différents, le

clone 4D6, décrit pour révéler les formes monomériques, et le clone syn211, qui permettrait de

détecter les formes monomériques et oligomériques (Kumar et al., 2020).

A. L'inhibition de la glucosylcéramidase par le CBE ne semble pas altérer

I'expression de I'alpha-synucléine dans les cellules de mélanome.

Dans un premier temps, I'expression de l'alpha-synucléine a été évaluée dans des cellules de
mélanome A375 dans lesquelles la GCase a été inhibée par shARN ou par le CBE. Dans ce modele
cellulaire, les résultats n’ont pas été concluants, probablement en raison d’une expression basale trop
faible de I'alpha-synucléine (résultats non montrés). Pour aller plus loin dans I'exploration de nos
hypothéses, nous avons généré des cellules de mélanome surexprimant I'alpha-synucléine normale ou
pathologique. Dans ce but, des cellules de mélanome A375 ont été transfectées ou non par un
plasmide contenant la séquence sauvage (WT) ou mutée (A53T) du cDNA du gene SNCA codant pour
I"alpha-synucléine humaine. Comme le montre la Figure 57, I'expression de la forme monomérique
(18kDa) est nettement augmentée dans les cellules transfectées avec la construction sauvage ou la
construction mutée par rapport aux cellules non transfectées ou transfectées avec le plasmide vide,
ce qui valide la transfection (Figure 57). Alors que la mutation p.A53T est décrite pour engendrer la
formation des agrégats d’alpha-synucléine, aucune forme oligomérique n’a été observée que ce soit
avec I'anticorps 4D6 ou le syn211. En effet, les bandes de haut poids moléculaire observées (>70kDa)
sont treés probablement non spécifiques car présentes dans les fibroblastes qui n’expriment pas

I"alpha-synucléine (Figure 57) (Kim et al., 2018).
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Les cellules de mélanome modifiées ou non pour SNCA ont ensuite été traitées par le CBE (30uM) ou
par le véhicule (DMSO) pendant 48h. Dans les cellules surexprimant la forme sauvage ou mutée de
I'alpha-synucléine, le traitement par CBE ne semble pas modifier I'expression de la forme
monomérique observée avec le clone 4D6 alors que I'expression semble étre augmentée avec le clone
syn211 par rapport aux cellules traitées par le véhicule. Aucune forme oligomérique n’est observée

dans les conditions testées (Figure 57).

Ainsi, au regard de ces résultats préliminaires et en partie discordants, il est impossible de conclure a

une modification de I'expression de I'alpha-synucléine apres traitement par le CBE.
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Figure 57. Effet du CBE sur I’expression de I'alpha-synucléine dans les cellules de mélanome A375.
Des cellules A375 ont été transfectées ou non (nt) avec le plasmide pcDNA3.1(+) vide (EV) ou contenant
le cDNA de SNCA sauvage (WT) ou muté (A53T). A. Etude de I'expression de I'alpha-synucléine dans
les cellules traitées ou non par CBE 30uM pendant 48h par Western Blot en utilisant I’anticorps 4D6
(image supérieure) ou le clone syn211 (image inférieure). L'expression de l'alpha-synucléine a
également été étudiée dans des fibroblastes (Fibro) considérés comme témoin négatif, n’exprimant
pas I'alpha-synucléine. B. Quantification de I'expression de I'alpha-synucléine normalisée par rapport
a celle de I'actine, par le logiciel ImagelLab. Les résultats représentent la moyenne de 2 expériences
indépendantes ; chaque expérience étant représentée par un symbole différent.
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B. La glucosylsphingosine augmenterait I'expression de l"alpha-synucléine

mutante dans les cellules de mélanome.

Afin d’évaluer les effets de la GlcSph sur I'expression de I'alpha-synucléine, les cellules ont été traitées
par la GlcSph (5uM) ou par le véhicule (EtOH) pendant 48h. Dans les cellules surexprimant la forme
sauvage, le traitement par la GlcSph ne semble pas modifier I'expression de la forme monomérique en
utilisant le clone syn211 alors qu’elle semble étre augmentée avec le clone 4D6 par rapport aux cellules
traitées par le véhicule (Figure 58). De méme, dans les cellules surexprimant la forme mutée, le
traitement par GlcSph semble augmenter I'expression de la forme monomérique observée avec les 2
anticorps par rapport aux cellules traitées par le véhicule (Figure 58). Aucune forme oligomérique n’est
observée dans les conditions testées. L'ensemble de ces résultats suggerent une augmentation de

I’expression de la forme monomérique de I'alpha-synucléine mutante dans les cellules traitées par
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Figure 58. Effet de la GlcSph sur I’expression de I'alpha-synucléine dans les cellules de mélanome

A375

Des cellules A375 ont été transfectées ou non (nt) avec le plasmide vide (EV) ou contenant le cDNA de

SNCA sauvage (WT) ou muté (A53T). A. Etude de I'expression de |'alpha-synucléine dans les cellules

surexprimant I'alpha-synucléine sauvage ou mutée traitées ou non par GlcSph 5uM pendant 48h par
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Western Blot en utilisant le clone 4D6 (partie supérieure) ou le clone syn211 (partie inférieure).
L'expression de l'alpha-synucléine a également été étudiée dans des cellules Jurkat considérées
comme témoin négatif, n’exprimant pas l'alpha-synucléine. B. Quantification de I'expression de
I'alpha-synucléine normalisée par rapport a celle de l'actine, par le logiciel Imagelab. Les
histogrammes noirs représentent la condition traitée par le véhicule et les histogrammes gris, la
condition traitée par la GlcSph. Les résultats sont ceux d’une seule expérience.
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Discussion

l. Glucosylcéramidase, glucosylsphingosine et mélanome

Dans un travail co-signé par notre collegue le Dr Leonardo Astudillo (Dubot et al., 2020) et dont la

partie expérimentale avait été réalisée par L. Astudillo et N. Therville, I'impact du déficit de la GCase
sur la progression du mélanome a été étudié sur deux modeles murins de maladie de Gaucher,
D409V/D409V et D409V/null (Astudillo, 2016). Ces modeles élaborés par I'équipe du Dr Grabowski (Xu
et al., 2003) portent la mutation ponctuelle D409V (actuellement dénommeée p.D448V), décrite a I'état
hétérozygote chez 'homme. Une augmentation de la croissance tumorale a été observée chez les
souris atteintes par rapport aux animaux hétérozygotes ou sauvages. L’analyse immunologique des
infiltrats immunitaires dans le foie, la rate, le thymus et les tumeurs n’a révélé aucune différence
permettant d’expliquer 'augmentation de la croissance (Astudillo, 2016). L’analyse des lipides dans le
foie et la rate des animaux a permis de révéler une augmentation de GlcCer (environ 2 fois par rapport
aux souris hétérozygotes), ce qui est comparable a ce qui a été publié (entre 2 et 4 fois par rapport aux
souris sauvages) (Xu et al., 2003). De plus, une augmentation de la concentration en GlcSph a été
retrouvée (5 a 6 fois par rapport aux souris hétérozygotes), ce qui est également décrit dans la

littérature (Sun et al., 2013). Ces observations décrivent pour la premiére fois la croissance de

mélanome B16 dans ces modéles murins. L'augmentation du GlcCer et de la GlcSph nous a amenés a

nous interroger sur leur réle possible dans la progression tumorale.

L’essentiel de mes travaux de thése a été d’étudier le role de la GCase et de ses substrats dans le
mélanome. Pour cela, nous avons utilisé plusieurs modeles cellulaires de mélanome humain A375 dont
I'expression et/ou I'activité de la GCase ont été modifiées (shARN, CBE ou surexpression de GCase

sauvage et mutées) et des cellules de mélanome humain directement traitées par la GlcSph.
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A. Relation entre expression et activité de la glucosylcéramidase et

progression du mélanome

En raison du peu de données sur I'expression de la GCase décrites dans le mélanome, nous avons tout
d’abord comparé I'expression génique de GBA, issue de I'analyse transcriptomique de cohortes de
tumeurs de mélanome primaire ou métastatique avec I'expression protéique de la GCase dans nos
lignées disponibles au laboratoire. Nos résultats ont révélé que I'activité de la GCase des cellules de
mélanome semblait diminuer avec le stade du mélanome alors que I'analyse bioinformatique montrait
une augmentation de I'expression de GBA. Ces résultats suggérent une modification post-
transcriptionnelle/post-traductionnelle de la GCase. La glycosylation, notamment sur le résidu N58,
est la modification post-traductionnelle de la GCase nécessaire a son activité catalytique (cf. Partie
I.A.3). Cependant, aucune altération post-traductionnelle de la GCase n’a été décrite. La protéine
pourrait étre dégradée ou localisée en dehors du lysosome, ainsi I'étude de son expression par
Western Blot en présence ou non d’un inhibiteur de protéasome, de sa glycosylation ainsi que I'étude
de sa localisation subcellulaire par immunofluorescence seraient intéressantes pour explorer ces
hypothéses. Un autre mécanisme en jeu pourrait étre une altération du transporteur protéique de la
GCase, LIMP2, ou de son activateur, la saposine C. De plus, la transcription accrue de GBA pourrait
suggérer une activation du facteur de transcription TFEB. Il aurait été intéressant de vérifier dans nos
lignées cellulaires I'augmentation des transcrits de GBA ainsi que |'état d’activation de TFEB via sa
localisation (inactif si cytoplasmique ou actif si nucléaire). Cependant, le résultat de I'analyse des
transcrits faite a partir des banques de données est a nuancer car elle a été réalisée sur des tumeurs
de mélanome humain, comprenant plusieurs types cellulaires (comme les kératinocytes et les cellules
immunitaires). D’autre part, I'activité de la GCase n’a été déterminée que sur un nombre relativement

restreint de lignées cellulaires de mélanome.
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B. Modeles cellulaires d’inhibition de la glucosylcéramidase

Pour étudier le role de la GCase nous avons utilisé des cellules de mélanome humain métastatique
A375 dans lesquelles la GCase a été inhibée par ARN interférence (shARN) ou par inhibition
pharmacologique (CBE). Les shARN ont permis de diminuer de maniéere importante I'expression et
I'activité de la GCase. De méme, le traitement des cellules par le CBE a permis de diminuer
significativement I'activité de la GCase. L’analyse des SL dans ces modeles n’a révélé aucune
augmentation du taux de GlcCer mais seulement une augmentation de la GlcSph, qui est probablement

secondaire a la transformation du GlcCer en GlcSph par la ACDase (Ferraz et al., 2016). Il est important

de noter que le taux de GlcSph augmente dans les cellules exprimant un shARN dirigé contre GBA (x6
et x4, respectivement pour shl et sh2) par rapport aux cellules non transfectées mais que cette
augmentation est non significative et (étonnament) plus faible que celle mesurée dans les cellules
exprimant le shCtrl (x20). Cependant, le taux moyen de la GlcSph dans les cellules shCtrl (2,29 pmol/mg
de prot) reste inférieur au taux retrouvé dans les cellules traitées par le CBE (4,57 pmol/mg de prot).
Toutefois, le choix de ce contrdle ne semble rétrospectivement pas étre optimal (il aurait fallu tester
aussi des cellules transfectées avec des sh dirigés contre une autre protéine ou des sh « scrambled »).
C’est pourquoi dans la mesure du possible, I'analyse des cellules sh1 et sh2 a été conduite par rapport

aux shCtrl et aux cellules non transfectées.

Dans les cellules traitées par le CBE a 30uM pendant 48h, seule une augmentation significative du
contenu en GlcSph est retrouvée (x 40, soit 4,57 pmol/mg de prot). Ce résultat est proche de celui

décrit dans les fibroblastes de patients Gaucher (environ 1 pmol/mg de prot) (Ferraz et al., 2016).

Cependant, I'absence d’augmentation de GlcCer peut représenter une limite quant a la validation de
ce modele. L'augmentation de la durée d’incubation ou de la dose de CBE serait peut-étre plus
judicieuse. Par exemple, dans des fibroblastes, le traitement avec le CBE a 300uM pendant 5 jours

retrouve une nette augmentation (100 pmol/mg de prot) (Ferraz et al., 2016). Il est donc probable que

le taux de GlcSph dépende du type cellulaire (donc de I'équilibre entre apports, biosynthése et
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dégradation des SL), de la dose et de la durée d’incubation avec le CBE. Une étude sur les effets-doses
du CBE (de 0.1uM a 10mM) pendant 24h réalisée sur des cellules HEK293T et sur des fibroblastes a
montré qu’a partir d’environ 1uM et jusqu’a 300uM le CBE inhibait spécifiquement la GCase
lysosomale sans effet sur les autres enzymes lysosomales testées, notamment la GCase 2 (Kuo et al.,

2019).

Toutefois, dans la maladie de Gaucher, le macrophage (hépatique, splénique, médullaire) est
probablement la source la plus importante de GlcSph, en raison de ses fonctions de phagocytose (donc
avec des apports considérables de glycolipides). Dans la peau, des macrophages locaux pourraient
aussi étre la source de la GlcSph qui agirait de maniere locale et exocrine sur les cellules de mélanome
voisines. Cette hypotheése est confortée par les concentrations importantes de GlcSph dans I'épiderme

de souris Gaucher (D409V ;C* et N409S) par rapport aux souris sauvages (Liou et al., 2019). De plus,

une GlcCer déacylase a été identifiée dans I'épiderme, qui permettrait de générer de la GlcSph a partir

du GlcCer produit par les kératinocytes (Ishibashi et al., 2013). Le déficit en GCase pourrait donc

augmenter la production épidermique de GlcSph. C'est pourquoi nous avons également traité les

cellules de mélanome avec de la GlcSph.

C. La glucosylsphingosine diminue la croissance in vitro des cellules de

mélanome

Nous avons montré que la GlcSph entrainait une diminution de la croissance des cellules de mélanome
humain A375 et WM35. Un effet cytotoxique de la GlcSph a été décrit sur les globules rouges (Taketomi

et al., 1976), sur des cellules de mélanome murin (B16/F10) (Atsumi et al., 1993) et sur des cellules

neuronales cholinergiques (LA-N-2) (Schueler et al., 2003). Cependant, les doses testées dans ces

expériences étaient trés fortes (de 50 a 100uM). Bien qu’il semble y avoir une sensibilité différente
selon le type cellulaire, nous avons choisi de traiter les cellules de mélanome avec des concentrations

de GlcSph allant de 1 a 5uM. Ces concentrations sembleraient plus proches des taux plasmatiques de
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GlcSph retrouvés chez les patients Gaucher (Chipeaux et al., 2017; Pettazzoni et al., 2017). A ces

concentrations, nos résultats montrent que les effets de la GlcSph sont transitoires dans les cellules de
mélanome. Une diminution de la viabilité cellulaire, également transitoire, a été observée dans des

cellules neuronales cholinergiques (LA-N-2) (Schueler et al., 2003) ainsi que dans des cellules de

myélome (NCI-H929) (Reed et al., 2018) traitées avec de la GlcSph (1 et 5uM).

De maniere intéressante, il a été décrit qu’un autre lysoSL, la psychosine ou galactosylsphingosine
(GalSph), pouvait altérer la croissance cellulaire. La GlcSph et la psychosine sont trés proches
structuralement puisque seul le sucre est différent. La concentration de psychosine est augmentée
dans une autre maladie lysosomale autosomique récessive appelée maladie de Krabbe dans laquelle
la galactosylcéramidase (GalCase), codée par le géne GALC, est déficiente. Les patients atteints par
cette pathologie présentent une leucodystrophie avec des cellules globoides dont |'origine serait

I'accumulation de psychosine (Jain _and De Jesus, 2021). Dans la maladie de Krabbe, la

neurodégénérescence observée pourrait étre secondaire a une diminution de I'activation de voies de
signalisation mitogéniques comme la voie PI3K/AKT/mTOR (Phosphoinositide 3-kinases/protéine
kinase B). En effet, le traitement par la psychosine de motoneurones empécherait le recrutement a la
membrane de PI3K et mTORC2 localisés en aval du récepteur tyrosine-kinase a I'lGF-1 (Insulin-like

growth factor 1) (Sural-Fehr et al., 2019). Le mécanisme proposé serait un enrichissement de

psychosine dans le feuillet interne de la membrane plasmique perturbant le déclenchement des voies
de signalisation. Les mécanismes moléculaires mis en jeu par la GlcSph dans le contréle de la
prolifération cellulaire ne sont pas connus. Dans les cellules de mélanome, la GlcSph réduit la
prolifération cellulaire mais entraine également de la mort nécrotique. Alors que la nécrose a
longtemps été considérée comme une mort cellulaire non controlée, ce postulat est reconsidéré
depuis quelques années. Une des formes de nécrose décrite est la nécroptose, qui contrairement a
I'apoptose, est indépendante des caspases. La nécroptose dépend de I'activation des kinases RIP1

(RIPK1, receptor interacting protein kinase 1) et RIP3 (RIPK3) formant le nécrosome qui active leur
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substrat MLKL (mixed lineage kinase domain-like). Ce dernier, aprés oligomérisation, transloque a la
membrane, modifiant la perméabilité membranaire et entrainant ainsi la mort cellulaire (Cabon et al.,
2013). De maniéere trés intéressante, la mort cellulaire impliquée dans la neurodégénérescence
retrouvée chez les patients atteints de la maladie de Gaucher type Il n’est pas une mort par apoptose

mais par nécroptose (Vitner et al., 2014). En effet, dans un cerveau humain Gaucher type Il ainsi que

dans les cortex de souris Gaucher, forme neuronopathique (Gba"®/f°%; nestin-Cre traitées au CBE), une
augmentation de I'expression de RIPK1 et RIPK3 a été retrouvée. De plus, I'inhibition génétique de
RIPK3 dans des souris (Ripk3-/-) traitées au CBE améliore considérablement les troubles neurologiques
de méme que la longévité (180 jours contre 40 jours) par rapport aux souris traitées uniguement au
CBE. L'implication du GlcCer et de la GlcSph est de plus suspectée dans I'activation de la nécroptose

(Vitner et al., 2014; Yafiez et al., 2021). Au vu de ces données, il serait donc pertinent d’analyser plus

finement les modalités de mort cellulaire induite par la GlcSph dans les cellules de mélanome. En
particulier, en analysant la morphologie des cellules traitées au microscope a transmission
électronique ainsi que des événements clés de la nécroptose, comme la phosphorylation de RIPK1,
RIPK3 et du substrat MLKL en Western Blot et en vérifiant si I'inhibition de RIPK1 par la nécrostatine-1

ou de RIPK3 par GSK843 ou GSK872 bloque la mort cellulaire induite par la GlcSph.

Comme de nombreux mécanismes cellulaires en cancérologie, la nécroptose peut étre associée a des
processus anti-tumoraux en empéchant le développement tumoral via son effet |étal sur les cellules
cancéreuses, mais elle peut aussi étre associée a des phénomenes pro-tumoraux en générant de
I'inflammation et de I'immunosuppression. En effet, la rupture des membranes cellulaires permettrait

un relargage de cytokines, de chimiokines, modulant la réponse immune (Gong et al., 2019). Dans le

mélanome, I'expression de RIPK3 est faible mais forte dans les mélanocytes. La nécroptose a surtout

été explorée comme une possible piste thérapeutique (Hartman, 2020). En effet, des molécules

permettant d’inhiber le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale activeraient la nécroptose

et pourraient ainsi éliminer les cellules de mélanome (Ashrafizadeh et al., 2019). Néanmoins,
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I'inhibition de RIPK1 par le PK68 réduit la survenue de métastases pulmonaires suite a I'injection de

cellules de mélanome murin B16-F10 dans les queues de souris C57BL/6 (Hou et al., 2019). La

nécroptose pourrait également générer un environnement immunosuppressif, comme décrit dans le
cancer du pancréas, en promouvant les cellules immunosuppressives (tels que les macrophages
associés aux tumeurs ou les MDSC, myeloid-derived suppressor cells) ainsi que I'expression de PD-1,

qui diminue la réponse immunitaire (Seifert et al., 2016). Le mécanisme sous-jacent proposé serait que

les cellules nécroptotiques libérent des facteurs solubles qui vont se lier au récepteur Mincle
participant a la tumorigenése. Finalement, la GlcSph, en induisant de la nécroptose, pourrait créer un
environnement immunosuppressif, facilitant la progression tumorale comme observée dans le modéle
murin Gaucher et qui ne peut étre vue in vitro. Il aurait été intéressant d’étudier les populations
immunosuppressives dans les mélanomes greffés dans les modéles murins Gaucher utilisés dans notre
étude. Cependant, I'analyse de l'infiltrat lymphocytaire des tumeurs, qui a été réalisée par Astudillo et
collaborateurs, n’avait pas retrouvé de différences significatives dans la proportion de lymphocytes T,

B ou NK par rapport aux souris controles (données non montrées (Astudillo, 2016)).

Enfin, la modification de la composition membranaire pourrait étre un autre mécanisme par lequel la
GlcSph induirait de la mort cellulaire. En effet, des altérations de la composition des membranes des
rates et des cortex occipitaux de moutons ayant une forme de Gaucher neuronopathique a été
observée. Cette altération concerne notamment les radeaux (ou rafts) lipidiques avec une
augmentation des taux de GlcCer, de monohexosylsphingosine (GlcSph et/ou GalSph) et des

gangliosides et, a l'inverse, une diminution des taux de Chol (Hein et al., 2017). Les rafts lipidiques

constituent des plateformes ou sont déclenchées les voies de signalisation en réponse aux stimuli

extérieurs. Des voies pro- ou anti-apoptotiques y sont associées (George and Wu, 2012). Ainsi la

modification de la composition des radeaux lipidiques peut altérer la réponse cellulaire. Dans la

maladie de Parkinson, I'altération des rafts participe a la neurodégénérescence (Fabelo et al., 2011).

Dans le mélanome, la modification des rafts modifie la réponse au stress comme observée dans des
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cellules de mélanome murin (B16F10) traitées par une cyclodextrine (MBCD) entrainant la déplétion

des rafts en Chol (Crul et al., 2020).

D. La glucosylsphingosine génere des cellules de mélanome multinucléées

Nous avons montré que l'administration de GlcSph conduisait a I'apparition de grandes cellules
polyploides. Cet effet a déja été décrit sur des cellules endothéliales (HUVEC, Human umbilical vein

endothelial cells) traitées avec 5 ou 10uM de GlcSph a 24h et 48h (Smith et al., 2018), ainsi que sur des

cellules myéloides (U937) (Kanazawa et al., 2000). Cet effet est aussi bien connu pour la psychosine

(GalSph). En effet, les cellules globoides pathognomoniques de la maladie de Krabbe sont des cellules

microgliales géantes multinucléées dont I'origine serait I'accumulation de psychosine (Kanazawa et al.,

2000). Dans le mélanome, des cellules géantes multinucléées ont été décrites (Boyd et al., 2005) et
dans une étude histologique, ces cellules étaient retrouvées dans 6,6% des mélanomes examinés et
localisées dans le derme réticulaire. Leur présence ne semblait pas associée a un plus mauvais

pronostic (Srisuttiyakorn et al., 2016). Dans une étude de cas ou étaient retrouvées des cellules

multinucléées au sein de la tumeur, une surexpression de la cycline D1 a été décrite in situ (par FISH)

dans ces cellules (Pouryazdanparast et al., 2009). L’aneuploidie est généralement délétére pour des

cellules normales car elle entraine une instabilité génomique qui conduit a la mort cellulaire. Dans une
cellule cancéreuse, I'aneuploidie serait mieux tolérée et pourrait leur conférer un avantage sélectif
grace a la diversité génétique acquise. L'aneuploidie serait donc un avantage pour le développement,

la progression, I'invasion tumorale et la résistance aux traitements (Ben-David and Amon, 2020). Dans

notre travail, ces cellules multinucléées apparaissent dés 24h, alors qu’une partie des cellules sont
mortes, suggérant que ces cellules montrent une résistance a la mort induit par la GlcSph. Des cellules
polyploides géantes (ou polyploid giant cancer cells (PGCCs)) sont retrouvées dans le cancer du sein en

réponse aux traitements et participeraient a la progression tumorale (Saini et al., 2021).
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Divers mécanismes peuvent étre a I'origine d’une aneuploidie (Lens and Medema, 2019) mais d’apres

les études sur la psychosine, le mécanisme serait un défaut de cytodiérése (Kanazawa et al., 2000). Le

mécanisme par lequel la psychosine produirait des cellules multinucléées reste encore non élucidé. Le
récepteur TDAG-8 (T-cell death-associated gene 8), un récepteur couplé aux protéines G, a été évoqué
comme possible récepteur a la psychosine (Im et al., 2001) mais cela a aussi été infirmé (Radu et al.,
2006). Une autre étude a montré que la production des cellules globoides serait secondaire a une
augmentation de I'expression de la MMP-3 (matrix metalloproteinase-3) dépendante de la psychosine

(ljichi_et al., 2013). Une autre hypothése serait que I'accumulation de psychosine modifie la

composition membranaire avec une altération du ratio GSLs/SM. En effet, des cellules lymphoides
(lignée Namalwa) traitées par la psychosine présentent une diminution du regroupement de molécules
de SM et la suppression de la production du phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate nécessaire a la

constitution du sillon de division (Watanabe et al., 2016). A notre connaissance, il n’existe aujourd’hui

aucune étude publiée sur les mécanismes moléculaires par lesquels la GlcSph générerait les cellules

multinucléées.

Il aurait été intéressant d’étudier le réle des cellules multinucléées produites sous I'effet de la GlcSph
dans la progression des mélanomes notamment en analysant leur réponse aux traitements et leurs
capacités migratoires. Pour cela, il faudrait pouvoir isoler un grand nombre de cellules multinucléées,
or seulement 7% des cellules sont devenues multinucléées dans les conditions utilisées dans notre

étude.
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E. La glucosylsphingosine sensibilise les cellules de mélanome en condition

de stress

Les capacités de survie des cellules de mélanome ont été étudiées en réponse a la privation de sérum,
qui génére un stress oxydant ainsi qu’au dabrafénib, qui inhibe la voie MAPK. La GlcSph a sensibilisé
les cellules de mélanome a la privation de sérum mais également au dabrafénib. La GlcSph favoriserait
donc la mort cellulaire en conditions de stress. Le réle de la GlcSph dans la réponse aux traitements
n’a jamais été rapporté alors que celui du GlcCer a déja été associé a la résistance aux chimiothérapies

(Wegner et al., 2018). Les cellules traitées au CBE présentent un taux de GlcSph élevé et un taux de

GlcCer inchangé, suggérant une probable transformation du GlcCer en GlcSph par la ACDase. Pour
vérifier cette hypothese, les cellules ont été traitées conjointement par le CBE et le carmofur, un
inhibiteur de la ACDase. Les résultats ont montré que |'effet sensibilisant du CBE vis-a-vis du dabrafénib
est supprimé par le co-traitement avec le carmofur. Toutefois, ces résultats sont tres préliminaires et
doivent étre confirmés et complétés par le dosage de I'activité de la ACDase ainsi que par le dosage du
GlcCer et de la GlcSph dans ces différentes conditions. De plus, il conviendrait d’étudier la réponse aux
thérapies ciblées des cellules traitées avec le GlcCer, bien que le mécanisme de résistance lié au GlcCer
(expression d’une protéine d’efflux) soit différent des mécanismes de résistance aux thérapies ciblées
(réactivation de voies de signalisation de prolifération ou de survie). De plus, il faudrait tester d’autres
doses de dabrafénib ainsi que d’autres thérapies ciblées comme le tramétinib qui cible la protéine

kinase MEK.
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F. Les effets induits par la glucosylsphingosine sont dépendants de sa

concentration cellulaire

L'ensemble de nos résultats indiquent que les effets cellulaires précédemment décrits n‘ont été
observés que dans les cellules traitées par la GlcSph exogéne et non dans les cellules ou la GCase a été
inhibée. L’analyse des SL des différents modeles cellulaires utilisés pourrait nous aider a préciser les
mécanismes sous-jacents. Une nette différence est mesurée entre les taux cellulaires de GlcSph dans
les cellules traitées par la GlcSph (a 2,5uM : 1,6 nmol/mg de protéine; a 5uM : 4,1 nmol/ mg de
protéine) et les cellules dans lesquelles la GCase a été inhibée (sh1 : 0,73 pmol/mg de protéine; sh2 :
0,48 pmol/mg de protéine; CBE : 4.57 pmol/mg de protéine). De plus, une augmentation significative
du taux cellulaire de So par rapport aux cellules non traitées a été retrouvée uniquement dans les
cellules traitées par la GlcSph, indiquant un probable catabolisme de la GlcSph en So. Une légere
augmentation non significative (p=0.0507) de la concentration en S1P a aussi été notée dans les
cellules traitées avec la GlcSph a 5uM. Aucune autre modification significative n’a été observée dans

ces modeles cellulaires. Les taux de GlcSph et de So sont augmentés dans le plasma et dans les globules

rouges de patients Gaucher (Chipeaux et al., 2017). Comme décrit précédemment, la GlcSph pourrait
agir en promouvant la nécrose cellulaire ou en modifiant la composition lipidique des membranes.
Quant a 'effet de la So, aucune étude n’a été réalisée sur le mélanome mais dans d’autres cancers ;
elle pourrait induire de la mort apoptotique (Cuvillier, 2002). De maniéere intéressante, dans des
fibroblastes embryonnaires de souris (MEF), I'inhibition du métabolisme oxydatif provoque une
élévation des taux de So et de S1P associée a de la nécroptose, et sous la dépendance de la céramidase

neutre (Sundaram et al., 2016).
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G. La glucosylsphingosine ne serait pas métabolisée par la

glucosylcéramidase lysosomale

L'effet transitoire de la GlcSph exogene sur la prolifération des cellules de mélanome ainsi que la
production de So suggere un catabolisme de la GlcSph. La GCase semblait étre une bonne candidate
pour métaboliser la GlcSph en glucose et So, cependant son inhibition (par le CBE) n’a pas permis de
prolonger I'effet de la GlcSph, indiquant que I'effet de la GlcSph sur la croissance serait indépendant
de la GCase lysosomale. Cela a également été observé dans un modele cellulaire de maladie de Krabbe
ou la psychosine exergait les mémes effets, que ces fibroblastes aient ou non un déficit de I'activité

enzymatique de la GALC (Dickerman et al., 1981). La GCase 2 présente au niveau du RE pourrait

participer au catabolisme de la GlcSph. Pour aller plus loin, il aurait été nécessaire d’étudier la
croissance, le cycle cellulaire ainsi que la composition en SL de cellules traitées par la GlcSph mais dans

lesquelles la GCase2 a été inhibée.
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II.  Glucosylcéramidase, glucosylsphingosine, mélanome et alpha-

synucléine

Nous avons vu dans la partie introductive que I’alpha-synucléine, exprimée dans les mélanocytes et les

cellules de mélanome (Matsuo and Kamitani, 2010), pourrait altérer la synthése de mélanine (Pan et

al., 2012) et favoriser la croissance tumorale (Israeli et al., 2011). Au plan physiologique, I'alpha-

synucléine est une protéine monomérique de 18kDa qui aurait une conformation hélicoidale,

impliquée essentiellement dans la neurotransmission dopaminergique (Burre et al., 2018). Cependant,

le mauvais repliement de I'alpha-synucléine, secondaire a une augmentation de sa concentration ou a

une mutation, est responsable de son agrégation (Burre et al., 2018). Ce phénomeéne contribue trés

vraisemblablement a la pathogénie de la maladie de Parkinson. On sait aujourd’hui que les mutations
(hétérozygotes ou homozygotes) du géne GBA représentent le premier facteur de risque de

développer la maladie de Parkinson (Benitez et al., 2016; Sidransky et al., 2009). De plus, la dégradation

de I'alpha-synucléine dépendrait de la voie lysosomale, par macroautophagie (Stefanis et al., 2019).

Enfin, de nombreuses observations décrivent un lien entre le déficit de la GCase et la modification de

I’expression de I'alpha-synucléine (cf. Partie I.C.3.b).

Alors que dans la premiere partie expérimentale, notre objectif était d’étudier le réle de la GlcSph qui
s’accumule lors du déficit de la GCase dans le mélanome, dans cette seconde partie, nous avons testé
si 'expression de I'alpha-synucléine est régulée par la GCase ou la GlcSph dans le mélanome. Nous
avons observé que l'expression d’alpha-synucléine dans des cellules de mélanome A375 dans
lesquelles la GCase a été inhibée par shARN ou par le CBE n’est pas modifiée par rapport aux cellules
controles (données non montrées). Or, d’apres la littérature, le meilleur modéle in vitro pour étudier
I’expression de I’alpha-synucléine serait des cellules dans lesquelles la protéine sauvage ou mutée est

surexprimée (Delenclos et al., 2019). Le mutant p.A53T de I'alpha-synucléine est retrouvé dans une

forme familiale de maladie de Parkinson et augmenterait les capacités d’agrégation de la protéine
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(Puschmann, 2013). La surexpression de la forme sauvage représente également un modéle cellulaire
de Parkinson, car les amplifications géniques sont fréquemment retrouvées dans cette pathologie

(Delenclos et al., 2019). Dans les cellules de mélanome A375 surexprimant I’alpha-synucléine sauvage

ou le mutant p.A53T, nos résultats montrent que le traitement par le CBE n’a pas modifié I'expression
de la protéine par rapport aux cellules non traitées. Par contre, le traitement par la GlcSph semblerait
augmenter |'expression de l'alpha-synucléine, aussi bien dans les cellules surexprimant la forme

sauvage que dans celles exprimant la forme mutée, un effet déja décrit dans des neurones de souris

Gaucher (Taguchi et al., 2017). Il faut noter tout de méme que I'expression de la forme sauvage était,
avant traitement, plus forte que celle de la forme mutée. Cela n’a pas été retrouvé dans des neurones

primaires mais I'anticorps utilisé était différent des nétres (Koch et al., 2015). L'ensemble de ces

résultats suggere que I'expression de |'alpha-synucléine pourrait étre dépendante des concentrations
cellulaires de GlcSph, qui comme nous I'avons vu précédemment, sont différentes selon que les
cellules sont traitées par le CBE ou la GlcSph. Cela pourrait expliquer aussi les discordances observées
dans la littérature. En effet, comme exposé dans I'introduction, certains travaux sont en faveur d’un
role de la GCase dans la formation d’agrégats d’alpha-synucléine, alors que d’autres I'infirment (cf.

Partie I.C.3.b).

Dans notre étude, seule la forme monomérique de 18kDa a été retrouvée, bien que nous ayons
cherché a visualiser, sans succés, les formes oligomériques (> 60kDa) qui sont des formes
intermédiaires entre la conformation physiologique et pathologique. En particulier, nous avons utilisé
2 anticorps monoclonaux anti-alpha-synucléine dont le clone syn211 qui avait été rapporté pour

détecter les formes oligomériques. Cependant, sa spécificité peut étre discutée car celui-ci n'a été

testé que sur de I'alpha-synucléine purifiée sous diverses formes : monomérique, oligomérique ou

fibrillaire (Kumar et al., 2020). De plus, nous pouvons aussi nous interroger sur le degré de

surexpression du mutant p.A53T qui pourrait avoir été insuffisant pour pouvoir détecter des formes

oligomériques de I'alpha-synucléine dans les cellules de mélanome.
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Il semblerait donc que I'étude de I'expression de I'alpha-synucléine par Western Blot ne soit pas la
méthode la plus optimale. Bien que la surexpression de la forme monomérique indiquerait une
possible capacité de l'alpha-synucléine a s’agréger, des analyses supplémentaires doivent étre
réalisées afin de valider la présence d’agrégats. Des tests simples peu spécifiques peuvent démontrer
la présence d’agrégats de protéines amyloides, comme la présence d’inclusions cytoplasmiques, le
marquage a la thioflavine S ou la résistance a la digestion par la protéinase K. Il existe d’autres
techniques plus spécifiques pour doser/détecter les agrégats d’alpha-synucléine comme I'ELISA, le
dichroisme circulaire ou I'ajout de fibrilles pré-formées d’alpha-synucléine (PFF, preformed fibrils) sur
des cellules en culture. L’ajout de PFF aux cellules permettrait de tester les capacités d’agrégation de

I'alpha-synucléine endogene (Volpicelli-Daley et al., 2014).

Dans le chapitre introductif, nous avons mentionné que I'expression de I'alpha-synucléine pourrait
étre associée a I'expression de la GCase mutée et non a son niveau d’activité catalytique. Pour tester
cette hypothése, nous avons généré des cellules de mélanome humain A375 dans lesquelles la GCase
sauvage ainsi que 3 mutants (p.N409S, p.E365K et p.T408M) ont été surexprimés par une transduction
lentivirale (Figure 59). Ces 3 mutants avaient été retrouvés dans I'analyse de I'exome de patients
atteints de mélanome (cf. Partie II.E) et ces 3 mutants de GBA sont également associés a la maladie de

Parkinson (Benitez et al., 2016). La Figure 59 montre que I'expression (Figure 59A) et I'activité

enzymatique (Figure 59B) de la GCase sont significativement augmentées dans les cellules
surexprimant la protéine sauvage (WT) par rapport aux cellules non transduites (nt) ou transduites
avec le lentivecteur pTRIP vide (EV). Dans les cellules contenant une GCase mutée, la protéine est bien
surexprimée. L’activité enzymatique de la GCase y est plus faible que dans les cellules surexprimant la
forme sauvage mais plus forte que dans les cellules contenant le lentivecteur vide. A partir de ces
différents modeéles de cellules de mélanome, il sera donc intéressant de surexprimer I'alpha-synucléine
sauvage ou mutée afin d’étudier comment les différents mutants de GCase affectent I'expression de

cette protéine.
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Figure 59. Génération de cellules de mélanome humain A375 surexprimant la forme sauvage ou
mutée de la GCase.

Pour obtenir ces différents modeles cellulaires, de I’ADNc du gene GBA a été amplifié a partir de
fibroblastes humains issus de sujets sains, puis un clonage a été réalisé dans le plasmide pcDNAS3. Les
mutations p.N409S, p.E365K et p.T408M ont été introduites par mutagenese dirigée (kit Stratagene®)
dans ce plasmide. Les séquences sauvage et mutées ont été ensuite extraites par digestion
enzymatique (XBal et BsiWI) et clonées dans un plasmide navette pTRIP-CMV-LucR-P2A-eGFP ou
mCherry contenant une séquence P2A. Ces plasmides navettes ont été ensuite transmis a la
plateforme de vectorologie du CRCT, pour production de lentivecteurs. Ces derniers codant pour la
GCase sauvage ou mutée (600pL) ont été ajoutés a 30 000 cellules de mélanome A375 en présence de
sulfate de protamine (5ug/ml). Aprés 6h d’incubation a 37°C, le milieu a été éliminé et, les cellules ont
été rincées avec du tampon phosphate salin (PBS) et du milieu DMEM 10% SVF a été ajouté. Ici, les
cellules A375 ont été transduites ou non (nt) par le vecteur pTRIP vide (EV) ou codant pour la GCase
sauvage (WT) ou mutée (mutations ponctuelles indiquées) A. Expression de la GCase par Western Blot
avec sa quantification (moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes). B. Activité enzymatique de
la GCase testée avec un substrat fluorogénique (moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes).
Les comparaisons des données ont été faites en utilisant les tests de Kruskall-Wallis. L’astérisque
indique une différence statistiquement significative : *, p<0.05.
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Conclusion

Nos travaux ont montré que la GlcSph pourrait jouer un role dans la progression du mélanome, en
promouvant la nécrose, la génération de cellules polyploides, en modifiant la sensibilité des cellules a
certaines conditions de stress et en modulant peut-étre I'expression de I'alpha-synucléine. Néanmoins,
le mécanisme d’action ainsi que le métabolisme de la GlcSph restent a ce jour mal connus. D’aprés nos
résultats, ces effets pourraient étre liés a I'augmentation de sa concentration cellulaire ou a la
production de So. Cependant, de nombreuses interrogations restent en suspens, comme le mode de
transport de la GlcSph (tant la forme physico-chimique de la GlcSph présente dans le milieu
extracellulaire que ses mouvements et son mode de transport a I'intérieur des cellules) ainsi que ses
cibles intracellulaires et/ou membranaires. N’ayant pas fait la preuve de la présence de GlcSph dans le
milieu extracellulaire des cellules dans lesquelles la GCase a été inhibée, les effets obtenus sur les
cellules traitées par la GlcSph pourraient étre liés uniqguement a la voie d’abord exogene et donc a une
possible interaction récepteur-ligand ou une modification de la composition des rafts lipidiques,

modulant ainsi des voies de signalisation.

Bien que nos modeles cellulaires présentent des limites, le traitement par la GlcSph de ces différents
modeles (cellules parentales et cellules dont la GCase a été inhibée) pourrait, malgré tout, mimer des
conditions proches de la maladie de Gaucher, ol une cellule de mélanome pourrait étre plus ou moins
exposée a une source locale et importante de GlcSph (macrophages ou environnement enrichi en
GlcSph via la GlcCer déacylase). Ainsi, nos résultats, obtenus in vitro et sur un seul type cellulaire
(cellules de mélanome) demandent a étre confirmés sur d’autres lignées cellulaires de mélanome et
sur des modeles d’étude plus complexes comme la co-culture (cellules de mélanome et macrophages
ou kératinocytes déficitaires en GCase) voire sur un modeéle de peaux reconstruites. Notre équipe
utilise actuellement cette derniéere technologie pour étudier I'impact de la S1P, un oncométabolite, sur

I'invasion des cellules de mélanome dans le derme en modulant I'enzyme qui la produit (SK1) dans les
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kératinocytes. Ainsi la modulation de la GCase dans les kératinocytes dans des peaux reconstruites

pourrait permettre de valider (ou non) nos observations sur la progression tumorale.

En contrélant les concentrations de GlcCer et de GlcSph, la GCase (relayée par ’ACDase ou une
déacylase épidermique) pourrait donc jouer un réle dans le mélanome cutané. Alors que le lien entre
la maladie de Gaucher et la survenue de pathologies malignes est relativement bien documenté, mais
encore énigmatique au plan mécanistique, I'impact des traitements de la maladie de Gaucher

(enzymothérapie et réduction de substrat) reste malheureusement inconnu.

Enfin, la GlcSph pourrait-elle étre considérée comme un oncométabolite, c’est-a-dire participant a la
tumorigenese ? L’analyse des mutants de GBA retrouvés dans |'exome des tumeurs pourrait étre
contributive notamment en générant ces mutants dans les mélanocytes ou en traitant les mélanocytes

avec la GlcSph.

La GlcSph nous laisse donc encore de nombreux mystéres a résoudre. Quant a l'analogie avec
I’écologie, si la réduction des déchets produits (ici, le GlcCer) semble fondamentale pour préserver la
planéte, il semble tout aussi vital de prendre correctement en charge ces déchets afin d’éviter leur
transformation en des molécules (comme la GlcSph) dont le potentiel toxique demeure inconnu et non
maitrisable. Une meilleure compréhension des mécanismes d’action et de genése de ce lysolipide
permettrait de préciser son role en oncologie et d’envisager peut-étre des stratégies thérapeutiques
additionnelles (telles que I'inhibition de I’ACDase, qui réduirait la production de GlcSph et favoriserait

I’accumulation du Cer, anti-oncométabolite).
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Abstract: The roles of ceramide and its catabolites, i.e., sphingosine and sphingosine 1-phosphate,
in the development of malignancies and the response to anticancer regimens have been extensively
described. Moreover, an abundant literature points to the effects of glucosylceramide synthase,
the mammalian enzyme that converts ceramide to (-glucosylceramide, in protecting tumor
cells from chemotherapy. Much less is known about the contribution of (3-glucosylceramide
and its breakdown products in cancer progression. In this chapter, we first review published
and personal clinical observations that report on the increased risk of developing cancers in
patients affected with Gaucher disease, an inborn disorder characterized by defective lysosomal
degradation of 3-glucosylceramide. The previously described mechanistic links between lysosomal
B-glucosylceramidase, 3-glucosylceramide and/or 3-glucosylphingosine, and various hallmarks
of cancer are reviewed. We further show that melanoma tumor growth is facilitated in a Gaucher
disease mouse model. Finally, the potential roles of the (3-glucosylceramidase protein and its lipidic
substrates and/or downstream products are discussed.

Keywords: glucocerebrosidase; sphingosine; ceramide; myeloma; melanoma; acid ceramidase;
glucosylsphingosine

1. Introduction: Glucosylceramide and Gaucher Disease

In the last three decades, much attention has been paid to the functions of sphingolipids in
cancer cell biology, with a major focus on the roles played by ceramide and sphingosine 1-phosphate
(such an interest in this field is exemplified by the present Special Issues) [1-3]. Besides these simple
sphingolipids, glycolipids are also involved in multiple facets of cancer development. For instance,
as components of membrane microdomains, gangliosides, such as GM3, GD3 or GD2, have been
extensively described as regulators of tyrosine kinase receptors with subsequent effects on tumor cell
proliferation, migration and survival (for recent reviews, see [4,5]). More recently, the implication of
several complex glycosphingolipids in the epithelial-to-mesenchymal transition process has also been
documented (see, for instance, [6—8]). Of note, in addition to their roles in oncogenic signaling, some
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complex glycolipids can be used as prognostic markers in cancer disease progression. Furthermore,
clinical trials with some monoclonal antibodies against specific tumor-associated complex glycolipids
(e.g., anti-GD2) have shown improved outcomes in patients with solid cancers such as neuroblastoma [9].

In mammals, the vast majority of glycolipids are formed from 3-glucosylceramide (GlcCer).
How this lipid modulates cancer development still remains to be fully elucidated. In the late nineties,
a pioneering work by Cabot and co-workers revealed the importance of the enzyme GlcCer synthase
in promoting the resistance of breast cancer cells to various anticancer agents [10,11]. Since then,
numerous studies have explored the role of ceramide glucosylation in multidrug resistance (for reviews,
see [12,13]). However, how GlcCer catabolism may influence the behavior of cancer cells or tumor
cell microenvironment has received little attention. Here, we review the knowledge in this field and
discuss various hypotheses.

GlcCer is synthesized from ceramide by a single enzyme, GlcCer synthase, encoded in humans by
the UGCG gene. At remarkable variance with other sphingolipid synthesis enzymes, GlcCer synthase
faces the cytosolic surface of the Golgi apparatus. Using UDP-glucose as a sugar donor, this enzyme
adds a (3-glucose to ceramide (or N-acylsphingosine; see chemical structure in Figure 1). Once GlcCer
is formed, it translocates to the luminal leaflet of Golgi saccules to be further glycosylated and give rise
to numerous glycolipids, which are then transported to the plasma membrane.

GSL L
GlcCer GCase = Cer
Cer GlcCer D "
GCase SphK
GlcSph . v Sph » S1P

Figure 1. Glucosylceramide structure and metabolism. Abbreviations: Cer, ceramide; FA, fatty acid; Glc,
glucose; GSL, glycosphingolipid; Sph, sphingosine; S1P, sphingosine 1-phosphate; SphK, sphingosine
kinase. Fatty acids found in GlcCer usually include C16:0, C18:0, C22:0 and C24:1.

Enzymatic breakdown of GlcCer in mammalian cells seems to be mediated by at least three
-glucosidases which cleave off the 3-glucosidic linkage (see [14]). The best-known GlcCer-degrading
enzyme is the acid (3-glucosylceramidase (or glucocerebrosidase; GCase), a lysosomal hydrolase
encoded by the GBA1 gene. In the presence of saposin C, the GCase protein catalyzes the degradation
of endolysosomal GlcCer, which itself originates from the stepwise degradation of endocytosed
glycosphingolipids in the acidic compartments of the cell. The released ceramide then becomes
the substrate of the last enzyme of lysosomal sphingolipid catabolism, acid ceramidase (ACDase),
which liberates a fatty acid and sphingosine (see Figure 1). In humans and mice, GCase has more recently
been shown to catalyze also the transfer of a sterol molecule to 3-glucose, thereby forming 1-O-steryl
glucoside, as well as some transglucosylation reactions with alcohols [15,16]. While cholesteryl
glucoside is a naturally occurring compound, the other transglucosylation products are not.

Gaucher disease (GD) is the most prevalent lysosomal storage disorder involving sphingolipid
metabolism; its prevalence is higher in the Ashkenazi Jewish population. It is an autosomal recessive
disease, generally caused by pathogenic mutations in the GBA1 gene (quite exceptionally, it arises
from mutations in the PSAP gene encoding saposins). By causing the loss of, or a marked reduction
in, the catalytic activity of GCase, these mutations are responsible for the lysosomal accumulation
of undegraded GlcCer. Importantly, the lysosphingolipid molecule (3-glucosylsphingosine (GlcSph)
also accumulates [17], likely due to the cleavage of excess GlcCer by lysosomal ACDase [18,19].
The lipid storage mostly affects monocytic-macrophage cells (the so-called Gaucher cells) in the spleen,
liver and bone marrow, but can also involve cells of the central nervous system in the most severe,
neuronopathic form of the disease. The age of disease onset is extremely variable. The most common
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subtype of GD is the so-called type 1, with no neurologic involvement. Symptoms of this form of GD
include splenomegaly and hepatomegaly, possibly leading to anemia and thrombocytopenia, and bone
involvement (osteopenia, fractures, aseptic necrosis and infarcts). Life expectancy in type 1 GD can be
normal. Specific treatment of GD is currently based on enzyme replacement therapy, which consists of
intravenous infusions of recombinant human GCase every two weeks, or substrate reduction therapy
through the oral administration of an inhibitor of GlcCer synthase [20-22].

2. An increased Risk of Cancer in Patients with Gaucher Disease

In the last thirty years, the association between GD and cancer has been repeatedly described.
Indeed, several case studies and small case-series reported on the occurrence of hematologic
malignancies in GD, including B-cell or plasma cell malignancy, such as multiple myeloma (MM),
acute or chronic leukemia and Hodgkin’s disease [23-28]. A causal link between GlcCer storage and
occurrence of cancers was already suggested in 1982 by Lee, who found tumors in some of the 239 GD
patients examined [29]. In a group of 23 patients, 43% had a diffuse hypergammaglobulinemia and 8%
had a monoclonal gammopathy [30]. In a cohort of 63 adult GD patients, a polyclonal gammopathy
and monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) were observed in 41% and 19%
of patients, respectively [31]. MGUS is a pre-malignant condition that predisposes to MM with a
1% risk of transformation per year in the general population [32]. A beneficial effect of enzyme
replacement therapy on the development of gammopathies in GD patients has been suggested [31].
Several additional cohorts of GD patients, mostly with type 1 Gaucher, have been studied to further
explore the risk of malignancies in such populations; results are summarized in Table 1. Differences
between these cohorts include the origin (ethnicity or ancestry) and age of GD patients, and the
proportion under enzyme replacement therapy. These possibly explain differences in the overall risk
for developing cancers and for the type of malignancies diagnosed. As a matter of fact, the proportion
of GD patients with cancer differs from one cohort to another, and the overall relative risk for cancers
in GD patients can vary from 0.79 to 3.6. The highest relative risks for a specific type of cancer were
reported for hepatocellular carcinoma (up to 141.3), MM (up to 51.1) and hematologic cancers (up
to 14.7; [33]) (the reader is also referred to a recent systematic review on this topic [34]). In some
studies, such as that published by Zimran and co-workers, 4% of GD patients developed cancers
(mainly lymphoma, myelodysplastic syndrome and MM) but there was no statistical difference when
comparing with Israeli national registers [35]. Of note, Rosenbloom and co-workers calculated a
relative risk of 5.9 for developing MM, but there was no increase in other cancers as compared to
the expected incidence in the US population; however, most of the GD patients (85%) studied were
under 55 years of age, possibly leading to an underestimation of cancer cases [36]. A very high risk for
developing hematologic malignancies, including MM, was also observed in a Western Europe cohort
of GD patients [37]. This study also pointed the high prevalence of MGUS (up to 16% in the Dutch GD
patients) and underlined the absence of differences in GD activity, spleen status or GBA1 genotype
in patients with or without cancer. Besides hematologic malignancies (non-Hodgkin’s lymphoma,
Hodgkin’s disease, acute myeloid leukemia, acute leukemia lymphoid, myelodysplastic syndrome),
numerous types of solid tumors have been described in GD patients (see for instance [34,37-39]).
Interestingly (see Section 4), GD patients display an increased risk of melanoma (relative risk from 2.26
to 3.07) [38,40].
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Very recently, Jaffe and co-workers reported that 22% of GD patients from a cohort of 500 Israeli
GD patients (quite representative of the Israeli population) had a history of cancer [41]. Patients who
received enzyme replacement therapy did not significantly differ from those without this treatment.
In this cohort, MM was noted only in five patients (1%).

Among the 658 GD patients of the French GD registry [43], 27 patients with type 1 GD had at
least one malignancy: 22 solid tumors and 10 hematologic cancers were observed [42] (Tables S1
and S2). In this group of patients with cancer, 59% received enzyme replacement therapy, again
suggesting that the correction of the enzyme deficiency did not reduce the risk of cancer. Moreover,
five patients had an additional cancer. The occurrence of multiple cancers in GD has already been
reported [38,40,44], some cancers having arisen after splenectomy and/or under enzyme replacement
therapy. This observation may strengthen the idea that GD is a predisposing condition for cancer.

3. What Could Be the Relationship between Glucosylceramide, Gaucher Disease and Cancer?

GD is commonly associated with chronic cell and tissue inflammation, as well as immune system
dysregulation: two factors that could easily be incriminated in the promotion of cancer development.
Indeed, analysis of the plasma of patients suffering from GD has revealed increased levels of many
pro- and anti-inflammatory cytokines, including IL-13, TNFe, IL-10 and IL-6 [45-48], which regulate
B-cell proliferation. Interestingly, IL-6 has also been reported to be elevated in GD patients with clonal
immunoglobulin abnormalities [45,46]. With regard to the pathogenesis of GD, p38 mitogen-activated
protein kinases are believed to act as pro-inflammatory kinases that mediate the production of
IL-6 and TNF« [49]. Moreover, administration of the pharmacological chaperone isofagomine to
neuronopathic GD mice, which can stimulate mutant GCase function, inhibited p38 activation and
TNFax production in brain tissues, and extended animal life span [50]. Which p38 isoforms are
predominantly activated in GD patients remains to be determined, although all of them were detected
in GD mouse brain [49]. Of particular interest is the observation that ceramide, which is produced
by GCase in the PKCé-dependent salvage pathway [51], down-regulated the activation of the p385
isoform through ceramide-activated protein phosphatases [52]. Importantly, GBA1 silencing induced
p38d and promoted IL-6 production after phorbol ester treatment [53]. In contrast, increasing the
cellular content of ceramide by adding cell-permeable ceramide analogs could reduce IL-6 levels [53].
The altered cytokine profile observed in GD patients may, therefore, be the consequence of abnormal
sphingolipid turnover and constitute a favorable environment to promote tumorigenesis.

As far as we know, the pathophysiology of GD is linked to the defective GCase enzymatic
activity. Indeed, restoring enzyme activity by exogenous supply of a recombinant active GCase
(i.e., enzyme replacement therapy) to the patient corrects most of the non-neurological symptoms
(whether the parkinsonism associated with GD or heterozygosity for GBA1 mutations is solely due to
reduced GCase activity or, alternatively, implicates a misfolded GCase protein prone to aggregation,
is still a matter of debate). Insufficient GCase activity results in increased levels of undegraded
GlcCer and its deacylated form GlcSph in cells, in particular macrophages, known as Gaucher cells,
as well as in plasma. Thus, the hypothesis that the glycolipid accumulation in Gaucher cells affects
their immune phenotype, leading to alternatively activated (M2) macrophages, was postulated.
Quite unexpectedly, the pro-inflammatory cytokine profile does not seem to be the product of Gaucher
cells, which instead display anti-inflammatory characteristics with the expression of CD163 and
IL1-Ra [45]. However, macrophages surrounding Gaucher cells (for instance, in spleen) would be
the source of the pro-inflammatory environment [45]. Additionally, atypical Gaucher cells have been
described, which express some markers of tumor-associated macrophages such as CD63, CD168
and VEGF [54], and could participate in tumor development, as already described in hepatocellular
carcinoma [55]. Gaucher cells would also produce chemokines leading to an immune cell infiltration
(with macrophages, dendritic cells, neutrophils and lymphocytes) in organs, as observed in GD mouse
models [56-58]. In addition, subcutaneous administration of GlcSph in C57BL/6JRj mice resulted in a
splenomegaly characterized by an infiltration of M2 macrophages and a slight elevation in circulating



Cancers 2020, 12,475 6 of 16

TNFax and IL-13 [59]. Of note, GlcCer has been reported as a specific ligand for macrophage-inducible
C-type lectin (Mincle) of antigen-presenting cells, leading to the production of TNFx and MIP-2,
as well as the up-regulation of costimulatory molecules presentation [60]. Moreover, the liver of GD
mice, treated either by enzyme replacement alone or by substrate reduction therapy (to attenuate
sphingolipid storage), showed a decreased macrophage infiltration, suggesting a potential role of
GlcCer and GlcSph in controlling the macrophage burden [61].

In GD patients, T-cell-independent activation of B-cells has been reported, which may result from
the activation of GlcCer- and GlcSph-specific type II NKT cells constitutively expressing T-follicular
helper (Trg) phenotype [62]. The clonal immunoglobulins, found in the plasma of GD patients and
mice, have been shown to react against GlcSph and GlcCer [63,64]. Interestingly, anti-GlcSph antibodies
were reduced in mice treated by eliglustat tartrate (i.e., by substrate reduction therapy) as compared
to untreated mice [64]. Moreover, anti-GlcCer IgG autoantibodies and GlcCer could form immune
complexes, which activate the complement. While the activation of complement C5a and C5a receptor
1 helped to stimulate pro-inflammatory cytokine production and potentiate the innate and adaptive
immune response, it also led to the accumulation of GlcCer by up-regulating the GlcCer synthase [65].
Remarkably, a mouse model of GD with prolonged survival exhibited signs of B-cell hyperproliferation,
including lymphadenopathy and plasmacytosis, despite minimal storage of GlcCer [66]. Another
strain of mice with an inducible deficiency of GCase in hematopoietic cells, which were characterized
by high levels of GlcCer and GlcSph in plasma, liver and spleen, have been reported to develop B-cell
lymphoid malignancies. This event was associated with a dysregulation of humoral immunity along
with the secretion of clonal immunoglobulins [67]. In this mouse model of non-neuronopathic GD,
Gaucher cells were found to infiltrate the splenic T-cell zone and be surrounded by plasma cells.
In a similar inducible mouse model of type 1 GD, thymic T development was impaired with a B-cell
activation and a recruitment of macrophages and dendritic cells in secondary lymphoid organs [68,69].
The vicinity of Gaucher cells and plasma cells suggests that GlcCer and GlcSph, produced by Gaucher
cells, could influence plasma cells. Indeed, when the GD mice were treated early by eliglustat tartrate,
leading to a reduced accumulation of these glycolipids, tumor development was prevented; it was
only slowed down when treatment was established after tumor development [70]. Hence, through
their potential role in regulating chronic antigenic inflammation, immune activation and signaling
mechanisms that control cell fate, GlcCer and GlcSph appear to be bona fide candidates for participating
in GD predisposition to cancer.

Another hypothetical link between GD and cancer is autophagy, which is critical for cell survival
in response to pathologic stresses. GCase has been reported to behave as a positive mediator of
autophagic cell death. Indeed, GBA1 knockdown in A549 lung cancer cells treated with resveratrol,
which led to increased intracellular ceramide levels, prevented the abnormal ultrastructural changes
characteristic of autophagic cell death [71]. However, defective autophagy has been reported in models
of GCase or saposin C deficiency [72-74]. Of note, impaired autophagy could be involved in the
systemic inflammation discussed above via a constant inflammasome activation in human Gaucher
macrophages [75]. An accumulation of GlcCer was also associated to autophagy dysfunction in a
drosophila model of GD that lacked the two fly GBA1 orthologs [76]. In this model, an increase in
the autophagolysosomal protein Atg8/LC3 and the ubiquitinated proteins p62 in the fly’s brain was
described, leading to age-dependent locomotor deficits and a reduced lifespan. Similarly, autophagy
impairment, with an accumulation of autophagosomes and a defect in autophagosome-lysosome fusion,
was observed in induced pluripotent stem cells (iPSCs) derived from patients with GD, which exhibit
reduced GCase activity and GlcCer accumulation [77].

Interestingly, the inhibition of GCase by conduritol B epoxide was also shown to lead to
hyperactivation of the key autophagy inhibitor mTOR and the reduction in levels of the transcription
factor EB (TFEB) in a human neuroglioma cell line [78]. TFEB, a master regulator of lysosome
function [79], is downregulated by mTORCT1 [80] and modulates the expression of genes involved in
different steps of the autophagy process [81]. TFEB overexpression alone did not reverse the autophagy
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defect in iPSCs derived from GD patients, but was effective in the presence of recombinant GCase,
suggesting a potential role of GCase on TFEB stability [82]. Altogether, these observations suggest
that GCase loss-of-function critically affects functional autophagy. In addition, the pharmacological
inhibition of GlcCer synthase led to reduced mTORC1 activation [78], indicating that the lipid GlcCer
also regulates autophagy.

While autophagy is often associated with tumor progression, a number of studies have shown
that impaired autophagy can favor cancer development [83,84]. First, defective autophagy supports
tumorigenesis through mitochondrial dysfunction and the production of mutagenic reactive oxygen
species [85,86]. Second, ERK-induced TFEB phosphorylation leads to its inactivation and impairs
expression of autophagy-lysosome target genes in BRAF-mutant melanoma [87]. This phenomenon
was shown to promote a TGF-3-dependent epithelial-to-mesenchymal transition, metastasis formation
and chemoresistance [87]. Third, activation of the mTOR pathway, which participates in protein
synthesis and cell proliferation [88], has often been associated with the development of tumors,
including melanoma, where it has been correlated with a poor prognosis [89]. Whether disturbed
autophagy is causally related to cancer development in GD patients is still unknown, and how GCase
affects this process still remains unclear.

A further possible connection between GCase, GD and cancer implicates protein misfolding. It is
now established that carriers of GBAI mutations have a predisposition to develop Parkinson disease
(PD) (see [90-92] for reviews). PD is a neurodegenerative disease, associated with the aggregation
of misfolded «-synuclein. Intriguingly, PD patients have a higher risk of developing cancer [93],
and in particular melanoma [94]. As a matter of fact, melanoma growth was increased in PD mice
compared to wild-type mice [95,96]. Several hypotheses have been proposed to explain this finding.
A first hypothesis involves the accumulation/aggregation of x-synuclein. Indeed, its expression is
higher in the skin of patients with melanoma compared to that of healthy subjects. a-Synuclein
could contribute to cancer development by inhibiting autophagy [97]. Its aggregation would result
from GCase loss-of-function and, consequently, GlcCer and/or GlcSph accumulation, as shown in PD
neuronal cells [98] and in GD/PD mouse models [99]. However, this aggregation may also result from a
gain-of-function effect of mutant GCase [90], which could impair the degradation of «-synuclein [100]
and other misfolded proteins. These events could be due to disturbances in autophagy and proteasomal
degradation [101,102]. A second hypothesis implicates parkin, an ubiquitin E3 ligase involved in the
proteasome-dependent degradation of misfolded proteins, and for which loss-of-function mutations
underlie familial PD [93]. Parkin is also considered as a tumor suppressor and its loss of function
would promote cell proliferation by increasing cyclin E [93]. In GD, endoplasmic reticulum-associated
degradation (ERAD) of misfolded mutant GCase has been observed [103]. Mutant GCase could
interact directly with parkin in an unnatural manner [104], resulting in the accumulation of its natural
substrates [105] and impaired parkin functions. Finally, the accumulation of misfolded proteins in
the endoplasmic reticulum activates the unfolded protein response (UPR), which could participate
in cancer development [106]. For example, IL-4 synergizes with IL-6 and IL-10 to promote cathepsin
secretion in tumor-associated macrophages via UPR activation, resulting in cancer cell invasion [107].
Moreover, in a GD fly model, in which (neuro)inflammation was initially observed, treatment with a
GCase chaperone could reverse the phenotype, suggesting a role for GCase in inflammation [108]. Thus,
the possibility that mutated GCase by itself could promote cancer by impairing protein degradation
systems cannot be ruled out.

4. Increased Melanoma Growth in Gaucher Disease

Based on the above literature, emphasizing the increased risk for GD patients to develop cancer,
we wished to experimentally assess such a risk in an animal model recapitulating the main features of
type 1 GD. In this experimental approach, a skin melanoma model was studied, as the prevalence of this
type of cancer has been shown to be more frequent in GD patients (see Table 1). To this end, compound
heterozygous Gba1P*??V/"ill mice and age-matched wild-type littermates were challenged with a
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subcutaneous injection of the B16F10 mouse melanoma cell line (i.e., a cell line derived from animals
with the C57BL/6 background). These compound heterozygous GD mice, which were previously
obtained by crossing Gba1P4?V/P409V mice with Gbal®/"!I mice, exhibited 3% + 2% and 5% + 1%
residual GCase activity in liver (Figure 2A) and spleen (Figure 2B), respectively, compared to wild-type
mice. These mice have been shown to accumulate GlcCer in liver and spleen [56,109], pointing to
the association of the observed deficient GCase activity, and the storage of GlcCer as well as GlcSph,
as reported in patients with GD [110,111].
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Figure 2. Melanoma tumor growth is increased in Gba1P40V/null mice. (A,B) GCase enzyme activity
was assessed in lysates of liver (A) and spleen (B) isolated from D409V/null mice (D409V/null) or
homozygous wild-type littermates (wt/wt) having the same mixed genetic background. Assays were
performed in duplicate on samples of three to six animals (18-22 weeks of age). (C,D) 3 x 10° B16F10
melanoma cells were injected subcutaneously into wt/wt or D409V/null mice (19-22 weeks of age).
Tumor volumes were measured every 3 days (C). Tumor and spleen weights were measured 25 days
after tumor inoculation. Data are expressed as means + SEM of at least two independent experiments
(n = 7-21 mice). Statistical differences were determined using the Mann-Whitney test. Asterisks
indicate statistically significant differences: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ****, p < 0.0001.

Analysis of tumor volume (Figure 2C) and tumor weight (Figure 2D) showed that the B16F10 cells
grew much faster in GbaP409V/l mice than in wild-type animals bearing the same tumors. In contrast,
spleen weight remained unchanged (Figure 2D). Similar observations were made using a distinct GD
mouse model, the homozygous GbaP#??V/P409V inown to accumulate both GlcCer and GleSph [112],
and using a distinct melanoma cell line, B16BL6 [113].
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Altogether, these data suggest that the sphingolipid storage in host tissues, which is associated with
homozygosity or compound heterozygosity for disease-causing mutations in the Gbal gene, could favor
melanoma tumor growth in mice. While no significant simple changes in the tumor-infiltrating
lymphoid cells have yet been detected in our GD/melanoma model [113], further investigations are
necessary, especially in order to carefully characterize the serum cytokines and chemokines as well as
the type of immune cells in blood and in tumors. As previously alluded to, the GD mice we used are
known to exhibit systemic inflammation with a complex pattern of infiltration of immune cells in organs,
including both IFNy-regulated pro-inflammatory and IL-4-regulated anti-inflammatory networks,
which can be reversed by enzyme replacement therapy [57,58,61,65,114]. In addition, the systemic
elevation of some cytokines, such as TNF«, IL-6, IL-8, and IL-10, observed in GD patients [46,48,115],
which are known to promote tumor development, could be involved in the increased tumor growth
we observed.

5. Concluding Remarks and Outlook

Accumulating evidence, based on both clinical observations on large patient populations and
animal and in vitro studies, highlights the link between GD and cancer. The involvement of undegraded
substrates, i.e., GlcCer and GlcSph, and the subsequent alterations in the inflammatory and immune
responses seem to be the most legitimate underlying hypotheses. The resulting changes in the tumor
environment may well contribute to tumor development. However, how the GCase lipid substrates
finely modulate signaling pathways and promote cancer development still remains unclear. It has been
postulated that, following its formation by ACDase, GlcSph could exit the lysosomal compartment and
be degraded by the non-lysosomal (3-glucosidase GBA2, thereby releasing sphingosine, which could
then be phosphorylated to produce sphingosine 1-phosphate (see Figure 1). The latter lysolipid is
well known for its oncogenic properties, such as tumor progression, inflammation, and immune cell
trafficking [3,116]. Supporting this tenet, Mistry and co-workers generated a deletion of Gba2 in their
GD mouse model, which led to some rescue of the phenotype, suggesting a role for these sphingolipid
products. However, the Thl and Th2 cytokine profiles were not completely restored, indicating
that GlcCer and GlcSph, which remained elevated, play an intrinsic role [117]. Additional GlcCer-
and GlcSph-derived sphingolipids could be implicated in the increased risk for lymphoproliferative
disorders and cancers that are associated with GD. For instance, GM3 levels are increased in GD [17].
This ganglioside, present in many tumor types, is generally viewed as an inhibitory or suppressive
agent in cancer development and progression [4]. Whether it interferes with cancer cell development
in GD is entirely unknown.

An important question arises as to whether current strategies used to treat GD can influence
the development and onset of associated malignancies. At this stage, GD patients under enzyme
replacement therapy analyzed in several cohorts (see Table 1 and Tables S1 and S2) do not seem to
have a lower risk of developing cancer. It is still difficult to exclude the possibility that therapies
used for GD may have not been long enough to fully correct all the abnormalities leading to cancer.
In addition, which GD biomarker is associated with any possible accompanying cancer is unknown.
Future studies on GD patients receiving disease-specific treatment (either enzyme replacement therapy
or substrate reduction therapy) should carefully monitor relevant biological markers such as plasma
sphingolipids, i.e., GlcCer, GlcSph, and ideally sphingosine and sphingosine 1-phosphate, as well as
cytokines/chemokines, to assess any potential correlation between these biomarkers and the occurrence
of malignancies. Elucidation of the potential roles of GlcCer-related sphingolipids in driving the
increased risk of cancer in GD patients is of utmost importance to define novel therapeutic strategies.
For instance, should GlcSph be causally involved, as postulated for GD-associated gammopathies
and multiple myeloma [64], ACDase inhibitors may prove to be valuable. In a similar way, should
the non-lysosomal GBA2 and sphingosine 1-phosphate be implicated, enzyme inhibitors of GBA2
and/or sphingosine kinases may be attractive strategies for the prevention of cancers in GD patients.
The relevance of such combinations is supported by the observation that the deletion of Gba2 ameliorates



Cancers 2020, 12,475 10 of 16

the phenotype of GD type 1 mice [117]. The assessment and possible validation of these hypotheses
undoubtedly needs the development of appropriate animal models.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6694/12/2/475/s1,
Table S1: Characteristics of cancer patients in the French Registry of Gaucher Disease (total: 658 GD patients),
Table S2: Characteristics of cancers in the French Registry of Gaucher disease.
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