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RESUME

Les sphingolipides représentent une classe majeure de lipides qui sont des constituants de
toutes les cellules eucaryotes. Ils sont des effecteurs bioactifs impliqués dans les fonctions
clés cellulaires comme la différenciation, la prolifération, la motilité, 1’apoptose et la
sénescence. De plus, leur role dans le cancer est maintenant bien établi pour de nombreux
sphingolipides. La maladie de Gaucher (MG) est une lipidose héréditaire, a transmission
autosomique récessive, due a un déficit enzymatique en glucocérébrosidase (béta-glucosidase
acide, codée par le géne GBAI). Cette enzyme est une des différentes enzymes participant au
métabolisme des sphingolipides : elle permet la dégradation du glucosylcéramide (GlcCer) en
céramide. La MG est caractérisée par une surcharge en GlcCer dans les cellules du systéme
réticulo-endothélial du foie, de la rate et de la moelle osseuse (cellules de Gaucher). Ces
derniéres années ont permis de montrer qu’il existe une surreprésentation de divers cancers,
tels que le myélome multiple et le mélanome, dans la MG. Les mécanismes impliqués ne sont
cependant pas connus.

L’objectif de ces travaux de theése est de comprendre la survenue des cancers dans la MG.
Nous avons pour cela développé un modele de cancérogenése dans la MG en utilisant des
modeles murins pour rechercher un effet favorisant du microenvironnement de la MG sur la
survenue de cancers dans cette maladie et de pouvoir étudier les éventuels mécanismes
impliqués.

Nos résultats montrent que dans deux modeles murins différents (D409V et D409/null) de
MG, la croissance tumorale des cellules de mélanome est augmentée comparée aux contrdles,
chez les femelles mais aussi chez les males. Nous avons étudié¢ également au niveau cellulaire
quels pouvaient étre les types cellulaires impliqués. Nous montrons que les lymphocytes NKT
ne sont pas diminués dans le foie et dans la rate; de plus, les lymphocytes T CD8+ et les
cellules NK ne sont pas diminués dans les souris Gaucher par rapport aux controles.

En conclusion, nous décrivons le premier modéle murin de développement du mélanome dans
la maladie de Gaucher. Dans ce modele, les mécanismes a l'origine d'une croissance accrue du

mélanome demeurent a préciser.



ABSTRACT

Sphingolipids represent a major class of lipids, and are important constituents of all
eukaryotic cells. They comprise bioactive effectors implicated in key cellular functions,
including cell differentiation, proliferation, motility, apoptosis or senescence. Moreover, their
role in cancer is now well established for numerous sphingolipids.

Gaucher disease (GD) is an inherited lipidosis, with autosomal recessive transmission, due to
the deficient activity of glucocerebrosidase (acid beta-glucosidase, encoded by the GBAI
gene). This enzyme is one of multiple enzymes of the metabolic pathway of sphingolipids. It
allows the degradation of glucosylceramide (GlcCer) to ceramide. GD is characterised by
GlcCer storage of the reticulo-endothelial cells of the liver, spleen and bone marrow (Gaucher
cells). Evidence has recently been provided for an overrepresentation of various cancers, in
particular multiple myeloma, in GD. However, the underlying mechanisms remain
speculative.

The goal of the present thesis work was to approach the bases for the occurrence of cancers in
GD. We developed a model of cancerogenesis in GD, using murine models to study the
possible role of microenvironment in cancer development in this disease and to investigate the
possible cellular mechanisms implicated.

Our results showed that, in two different murine models (D409V et D409/null) of GD the
tumor growth of melanoma cells is increased as compared to controls, both in males and
females. We have also studied what cell types could be implicated. NKT lymphocytes are not
decreased in the liver and spleen. In addition, the proportion of T CD8+ cells and NK cells is
not reduced in GD mice as compared to controls.

In conclusion, we describe the first murine model of melanoma development in Gaucher
disease. The underlying mechanisms for the facilitated growth of melanoma in this mouse

model remain to be further investigated.
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Introduction
1 Les sphingolipides : généralités

Les sphingolipides représentent une classe majeure des lipides qui sont des constituants de
toutes les cellules eucaryotes, découverts en 1876 par JK.W. Thudichum (1). Les
sphingolipides se trouvent chez tous les animaux, les plantes, les champignons, et certains
procaryotes et virus. Ils sont localisés principalement dans les membranes et notamment la
membrane plasmique des cellules de mammiféres, ou ils jouent un role structurel important
dans la régulation de la fluidité.

Les sphingolipides sont des molécules amphiphiles qui ont des propriétés a la fois hydrophobe
et hydrophile. La région hydrophobe est constituée par une base sphingoide a longue chaine
(le plus souvent sphingosine, sphinganine ou phytosphingosine), a laquelle est li¢ un acide
gras par une liaison amide (2). Le plus simple des sphingolipides est le céramide (N-
acylsphingosine) avec une région hydrophile minimale comprenant deux groupes OH. Le
céramide peut étre phosphorylé en céramide-1-phosphate ou glycosylé par les glucosyl- ou
galactosyl-céramide synthases pour former le glucosylcéramide (GlcCer) ou le
galactosylcéramide. Le céramide peut aussi étre 1i€é a un groupement phosphocholine
provenant des phosphatidylcholines pour la synthése de sphingomyéline par les
sphingomy¢line synthases (3). Les sphingolipides complexes peuvent aussi conduire a la
formation de GlcCer ou de galactosylcéramide grace a I’action séquentielle de
glycohydrolases spécifiques. En effet, la complexité structurale des sphingolipides est due a
un réseau ¢laboré d’enzymes de biosynthése et de dégradation. Des avancées majeures ces 25
dernieres années dans la compréhension du métabolisme de sphingolipides ont montré que les
sphingolipides ne sont pas seulement des molécules inertes mais aussi des effecteurs bioactifs
impliqués dans des fonctions cellulaires clés comme la différenciation, la prolifération, la

motilité, ’apoptose, I’autophagie et la sénescence (4).

2 Le céramide

Dans les cellules de mammiféres, le céramide peut étre synthétisé par diverses voies. Le
céramide est composé d’une charpente de sphingosine, liée par une fonction amide a un acide
gras de longueur variable de C14 a C26, plus ou moins insaturé ou hydroxylé (5, 6).

Le céramide sert de précurseur a de nombreux sphingolipides comme la sphingomy¢éline (SM)
ou le GlcCer, le galactosylcéramide (GalCer) ainsi que les glycosphingolipides plus

complexes et les gangliosides. Le céramide peut également étre converti en céramide-1-
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phosphate (C1P) par la céramide kinase. La biosynthése de SM nécessite au préalable le
transport du céramide du réticulum endoplasmique (RE) a I'appareil de Golgi par une protéine
de transport dite CERT (7, 8). Dans le Golgi, le céramide peut étre converti sur sa face
cytosolique en GlcCer mais par un processus CERT-indépendant. Le céramide peut
¢galement étre généré par le catabolisme des sphingolipides complexes, par diverses enzymes
comme des sphingomyélinases et glucosylcéramidases. Le céramide peut ensuite étre utilisé
comme substrat des céramidases pour libérer acide gras et sphingosine, qui sera phosphorylée
en sphingosine 1-phosphate (S1P).

Les premiceres réactions de la biosynthése de novo de la base sphingoide sont la formation de
3-cétosphinganine par la condensation de L-sérine et de palmitoyl-CoA suivie rapidement par
la réduction en sphinganine (Fig. 1). La premicre réaction est catalysée par la sérine
palmitoyl-transférase (SPT, palmitoyl-CoA:L-sérine C-palmitoyltransférase; EC 2.3.1.50),
chez les mammifeéres SPTLC1, SPTLC2 et SPTLC3 (9, 10), enzyme dépendante du pyridoxal
5-phosphate. La SPT est une enzyme membre de la superfamille a-oxamine synthase PLP-
dépendante (POAS) (11-13). Les études structurales montrent que le pyridoxal 5-phosphate se
lie de maniere covalente a un résidu lysine (Lys265) de I'enzyme (14). Chez la plupart des
organismes la SPT comprend au moins deux polypeptides séparés, localisés dans la
membrane du RE, le site actif étant orienté vers le cytosol (14, 15) ; la SPT pourrait également
étre présente dans le noyau (16, 17). D’autres protéines pourraient jouer un role régulateur de
la SPT comme deux sous-unités ssSPTa et ssSPTb en influencant la sélection de 1’acyl-CoA
(18). De plus, la biosynthése des bases sphingoides est négativement régulée par les protéines
ORMDL (19). La SPT n’est pas strictement spécifique de la L-sérine mais est capable
d’utiliser également la L-alanine et la glycine pour produire la 1-désoxysphinganine and 1-
désoxyméthyl-sphinganine (20-22). Ces dérivés pourraient éEtre responsables de la
neurotoxicité a la base de la neuropathie sensitive héréditaire de type 1 en rapport avec
certaines mutations de la sous-unit¢ SPTLC1 de la SPT (20). Elle est capable d’utiliser des
substrats métaboliquement liés, la sérine et la glycine pouvant étre convertie I’'une en 1’autre
par la sérine hydroxyméthyltransférase, la sérine pouvant étre catabolisée en pyruvate, un
précurseur de 1’alanine, par la sérine deshydratase (23). La SPT est ainsi a I’intersection de
plusieurs voies métaboliques majeures comme la glycolyse, le métabolisme des acides aminés
et le métabolisme lipidique. La SPT est habituellement plus active sur le palmitoyl-CoA
(C16:0) comme co-substrat mais elle peut également utiliser des acyl-CoA plus ou moins

longs d’un carbone, qui sont moins abondants que le palmitoyl-CoA dans les cellules de



12

mammiferes (11, 24). Ceci expliquerait la proportion importante de bases sphingoides a 18

carbones dans la plupart des sphingolipides des mammiféres (25).

La base 3-céto-sphingoide est réduite en sphinganine par une réductase NADPH-dépendante
(26) puis N-acylée en différents dihydrocéramides par une famille de céramide synthases
(CerS) (27, 28) ou phosphorylée en S1P par des sphingosines kinases (29, 30).

Le premier geéne de CerS cloné fut CerS1 initialement appelé Lass] ayant une forte sélectivité
pour le stéaroyl-CoA donnant le C18-(DH)Cer. Ensuite, 5 autres CerS (CerS2 (C22 et C24);
CerS3 (>C24), CerS4 (C20+£2), CerS5 (C16), et CerS6 (C14 et C16)) ont été caractérisées
présentant des différences dans la sélectivité des substrats, le niveau d’expression et la
distribution tissulaire. CerS1 a également un mode de régulation rapide avec un turn-over
rapide, qui peut étre plus rapide en cas de stress comme des UV ou des chimiothérapies. Ce
turn-over résulte d'un processus d’ubiquitination et via le protéasome avec une translocation

du RE a I’appareil de Golgi (31).

Le céramide est formé par réduction du dihydrocéramide. Il est particuliérement impliqué
dans I’apoptose. Plusieurs stimuli, de nature variée, peuvent augmenter le taux intracellulaire
de céramide, via une syntheése de novo, hydrolyse de SM par des sphingomy¢linases ou la
combinaison des deux voies. Parmi les agents qui peuvent élever le taux intracellulaire de
céramide et induire ’apoptose, citons le choc thermique, les radiations ionisantes, les ultra-
violets, le stress oxydant (LDL oxydées, NO), la progestérone, la vitamine D3, des agents
chimiothérapeutiques (daunorubicine, cisplatine, rituximab, irinotecan, cytosine arabinoside,
camptothécine, fludarabine, étoposide, gemcitabine, fenrétinide,), les cannabinoides, des
cytokines et agents de stress (tumor necrosis factor (TNF-a), CD95, DRS/TRAIL,
interleukine-1f (IL-1f), interféron-y, et de nombreuses bactéries (5, 32, 33). Le céramide peut
aussi réguler plusieurs voies gouvernant le cycle cellulaire via la déphosphorylation des
produits du géne Rb ou I’inactivation de certaines kinases cycline-dépendantes (CDK) ou par
I’up-régulation des inhibiteurs de CDK. Le céramide est aussi impliqué dans la sénescence
par I’inhibition de la phospholipase D, la génération de diacylglycérol et 'activation de la
protéine kinase C (PKC) (34). Tandis que la génération de céramide induite par les stimuli de
stress peut provoquer la mort cellulaire, sa transformation métabolique peut affecter la
réponse cellulaire. Par exemple, sa conversion en sphingomyéline par la SM synthase ou sa

dégradation par des céramidases en sphingosine (secondairement convertie en S1P) peut
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moduler le signal du céramide. La conversion du céramide en GlcCer pourrait également

contribuer a moduler le signal du céramide.
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Figure 1 (d'aprés (35)): Les voies métaboliques des sphingolipides. La synthése de novo des sphingolipides a
lieu dans le réticulum endoplasmique (ER) par une série de réactions de condensation et de réduction du
céramide (Cer). Il peut étre également formé dans les membranes associées aux mitochondries. Le Cer généré de
novo est transporté par voie non vésiculaire par CERT et via un transport vésiculaire par FAPP2 au Golgi. Dans
le Golgi, Cer est modifi¢ pour former la sphingomyéline (SM), le céramide-1-phosphate (C1P) et le
glucosylcéramide (GlcCer), ce dernier servant de précurseur pour les glycosphingolipides complexes (GSL).
Apres la synthése dans le Golgi, SM et GSL complexes sont délivrés a la membrane plasmatique par une
transport vésiculaire. De nombreuses enzymes du métabolisme des sphingolipides sont présentes a la membrane
plasmatique pour réguler le niveau de SM, Cer, Sph et S1P. La S1P est produite par la sphingosine kinase 1 et 2.
Durant I’endocytose, les sphingolipides membranaires sont internalisés et transportés au lysosome via des
vésicules d’endocytose; I’hydrolyse est catabolisée par la sphingomyélinase acide (aSMase), la céramidase acide
(aCDase), et la beta-glucosidase. La sphingosine (Sph) peut étre phosphorylée par la SK pour former la S1P qui
sera dégradée par la SIP lyase. Simultanément, la S1P peut étre utilisée par la voie de sauvetage pour générer du
Cer. Dans le noyau, la SM peut étre ciblée par la sphingomyélinase neutre 1 (nSMasel), et ensuite, la Sph
générée par cette voie peut étre phosphorylée par la SK2. Abréviations : dhSph, dihydrosphingosine; 3KdhSph,
3-cétosphinganine; dhCer, dihydrocéramide; nSMase2, sphingomyélinase neutre 2; nCDase, céramidase neutre;
SMS2, sphingomyélinase synthase 2; S1PP, S1P phosphatase; Ma-nSMase, sphingomyélinase neutre associée
aux mitochondries.

3. Le Glucosylcéramide: le squelette de nombreux glycolipides.

Les glycosphingolipides sont des sphingolipides composés d’une charpente céramide et des
résidus osidiques avec une trés vaste hétérogénéité dans la partie hydrophobe (céramide) mais
¢galement dans la partie saccharidique. Une cellule de mammifere typique pourrait contenir
plus de 10 000 especes moléculaires de glycosphingolipides différents. En effet, plus de 60
bases sphingoides et plus de 300 chaines oligosaccharidiques différentes sont caractérisées,

créant ainsi une combinaison de milliers de structures différentes (36, 37). Les
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glycosphingolipides sont divisés en deux grandes catégories: les glucosphingolipides et les
galactosphingolipides (38). Le glucosylcéramide (GlcCer) occupe une position clé dans la
biosyntheése de trés nombreux glycosphingolipides (Fig. 2). En effet, 90% d'entre eux sont
¢laborés a partir du GlcCer (39). Le GlcCer peut étre allongé par addition de carbohydrates
résultant en une large variété de glycosphingolipides complexes tels que le lactosylcéramide
(LacCer), le globotriaosylcéramide (Gb3), ou les gangliosides (par exemple, le
monosialoganglioside (GM3). Par conséquent, le GlcCer représente le cceur structurel de plus
de 300 glycosphingolipides structurellement différents incluant les gangliosides et les
glycolipides neutres (40).

Le GlcCer est absolument essentiel dans le développement des mammiféres. Les souris KO
pour le géne (Ugcg) codant pour la GlcCer synthase, éliminant la voie principale de synthése
des glycosphingolipides conduit a une 1étalit¢ embryonnaire au stade gastrulation et apparait
étre en rapport avec une apoptose accrue dans I’ectoderme (41).

Le GlcCer est produit par la glucosylation du céramide. Tandis que le céramide est converti
en SM par la sphingomyéline synthase 1 (SMS1) dans la partie luminale du Golgi (8, 42), le
céramide est transporté du RE vers la face cytosolique du cis-Golgi par la voie alternative
CERT-indépendante (43). Cette voie, non totalement élucidée, sert a la biosynthése des
glycosphingolipides (38). Le GlcCer est synthétisé¢ a partir du céramide et de I’'UDP-glucose
par ’enzyme la glucosylcéramide synthase (GCS, EC 2.4.1.80, aussi connue comme une
UDP-glucose:céramide glucosyltransférase ou GlcT-1) (Fig. 2) (44-46). La GCS, dont le géne
humain UGCG est localis¢ dans la région chromosomique 9q31, est une protéine
transmembranaire, composée de monomeres de 38 kDa organisés en diméres ou oligoméres
(47). Elle est présente dans le cis-Golgi et a son site catalytique faisant face au cytosol, ou le
GlcCer nouvellement produit peut étre reconnu par la protéine de transport FAPP2 (four-
phosphate adaptor protein 2) (48). Dans un modele sur le role de FAPP2 dans la synthése des
glycolipides, FAPP2 opérerait un transfert net de GlcCer du cis-Golgi au réseau trans-Golgien
(TGN), ou par sa translocation dans la lumiére, le GlcCer subirait une glycosylation en
sphingolipides plus complexes (49). Dans un modé¢le alternatif, la majorité du GlcCer irait a la
face cytoplasmique du RE par FAPP2 tandis qu’une autre fraction atteindrait le feuillet
cytosolique de la membrane plasmique ou il pourrait étre transloqué. Dans le RE, aprés
transport par FAPP2, le GlcCer serait envoyé vers la face luminale par des flippases et
transporté a nouveau au Golgi par un trafic vésiculaire pour étre converti en LacCer et GM3

dans le trans-Golgi (50).
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Les glycosphingolipides complexes nouvellement synthétisés sont ensuite transportés vers le
feuillet externe de la membrane plasmique par exocytose vésiculaire. Aprés endocytose ou
phagocytose, ils atteignent les endosomes-lysosomes ou ils sont principalement catabolisés,
par enlévement progressif de leur partie oligosaccharidique (51). La dégradation du GlcCer se
fait dans le lysosome par une glucosylcéramidase, mais peut étre aussi avoir lieu dans d’autres

compartiments grace a une glucosylcéramidase non lysosomale.
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Figure 2. M¢étabolisme du glucosylcéramide et ses fonctions biologiques chez les

mammiferes.

4. Les Glucosylcéramidases

Le GlcCer est dégradé en glucose et céramide par trois hydrolases différentes: la GBA1
lysosomale et les GBA2 et GBA3 non lysosomales. Trois enzymes, trois génes (voir Tableau
1).

4.1. La glucosylcéramidase lysosomale

La glucosylcéramidase ou p-glucosidase (GCase; D-glucosyl-N-acylsphingosine
glucohydrolase; glucocérébrosidase; EC 3.2.1.45) est une protéine membranaire périphérique
qui hydrolyse la liaison B-glucosidique de son substrat naturel GlcCer dans le lysosome mais
aussi de substrats B-glucosidiques synthétiques (52). Elle requiert la présence de saposine C et

de phospholipides chargés négativement (phosphatidylsérine par exemple) pour une activité
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hydrolytique optimale sur le GlcCer (53). Elle appartient a la classe des glycoside hydrolases
(54). De manicre intéressante, elle peut aussi catalyser la formation du cholestéryl-f3-
glucoside (55). L’enzyme mature contient 497 acides aminés avec une glycosylation de 4 sur
5 sites de N-glycosylation. En effet, la glycosylation est nécessaire pour créer la conformation
catalytiquement active et la premiere N-glycosylation est essentielle pour son activité (56).
Son poids moléculaire varie entre 59 et 67 kDa (57). Le gene GBA1 est localisé en 1g21 et a
été cloné et séquencé (58-60). Il comprend 11 exons et 10 introns s'étalant sur 7,6 kb (61).
L’analyse de la structure cristalline permet une meilleure compréhension de la GCase (62-64).
Elle contient trois domaines: le domaine I (résidus 1-27 et 383—414) est composé de trois
feuillets B-plissés anti-paralléles flanqués par un brin amino-terminal perpendiculaire et une
boucle. II contient deux ponts disulfures (résidus 4—16 et 18-23), qui peuvent étre nécessaires
pour un repliement correct. Le domaine II (résidus 30-75 et 431-497) composé¢ de deux
feuillets B-plissés associés fermement et formant un domaine indépendant, qui ressemble a un
repliement de type immunoglobuline. Le domaine III (résidus 76-381 et 416—430) est un
(B/a)s TIM barrel qui contient le site catalytique, permettant de rattacher la GCase a la classe
des glycoside hydroxylases A (GH-A) (65). Les domaines II et III semblent étre connectés par
une charniére flexible, tandis que le domaine I interagit étroitement avec le domaine III.

Des expériences de mutagenése et de modélisation de la GCase suggerent que le résidu E235
est le catalyseur acide/base et la spectrométrie en tandem a identifi¢ le résidu E340 comme
nucléophile (62, 66). La GCase pourrait procéder selon un mécanisme en deux étapes: une
premicre (glucosylation) ou le résidu nucléophile attaque la liaison anomérique O-
glycosidique a C1, suivie par une deuxi¢me étape avec don de proton du catalyseur acide/base
a la liaison céramide-glucose. Le céramide est relargué et le complexe enzyme-glucose se
forme. Les données sur la structure cristalline avec la N-alkyl-déoxynojirimycine (DNJ)
suggere deux possibilités pour la premiere étape (67). Le mécanisme, le plus fréquemment
admis, ou I’attaque nucléophile sur le carbone anomérique est directe sans formation d’un ion
carbonium intermédiaire, et un second mécanisme proposant que 1’attaque nucléophile directe
du carbone anomérique du glucose par E340 n’est pas possible car ’hydrogéne apical sur le
carbone anomérique est positionné entre I’atome de carbone et I’atome d’oxygeéne attaquant
de telle facon que cela bloquerait I’attaque nucléophilique par encombrement stérique.
L’hydrolyse de la liaison glycosidique doit par conséquent procéder par un ion carbonium
intermédiaire (67). L’étape de déglucosylation inclut 1’addition d’une molécule d’eau au
complexe enzyme-glucosyl dans le processus de catalyse basique a I’aide d’un catalyseur

acide/base pour libérer le B-glucose en régénérant I’acide de 1’acide/base et le nucléophile.
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Dans I’analyse de la structure cristalline, la cavité pour la molécule d’eau est située prés du
résidu catalytique E235; un emplacement équivalent est aussi retrouvé dans d’autres
glycosidases.

La GCase peut étre inhibée par des inhibiteurs irréversibles : le conduritol B epoxide (CBE,
ou 1,2-anhydro-myo-inositol), mais aussi le cyclophellitol et le conduritol B aziridine (68, 69).
Le CBE a ¢été utilisé pour mieux comprendre la structure du site actif enzymatique mais aussi
pour induire la maladie de Gaucher dans des macrophages, des cellules mésenchymateuses
médullaires ainsi que chez des animaux (64, 70, 71). La GCase peut étre inhibée également
par d’autres inhibiteurs compétitifs tels que les alcaloides polyhydroxypipéridine ou
iminosucres comme le DNJ, certains analogues N-alkylés de la DNJ, mais aussi la
castanospermine, des analogues de I’isofagomine, des aminocyclitols (f-valienamine, -
validamine et dérivés N-alkylés de la B-valienamine) (72).

Comme les autres protéines lysosomales, la GCase est synthétisée dans les polyribosomes liés
au RE, entre dans le RE par la particule de reconnaissance du signal (SRP), accompagnée par
le clivage du peptide leader et la N-glycosylation de 4 aspargines (Asn-19, Asn-59, Asn-146
and Asn-270) (73). Une fois correctement repliée, I’enzyme est transportée au réseau Golgien
puis transite vers le lysosome. Contrairement a la plupart des hydrolases lysosomales, la
GCase n’est pas adressée au lysosome via les récepteurs au mannose-6 phosphate (MPR),
présents dans le réseau trans-golgien (TGN) (74). Dans le RE, la GCase se lie a la protéine
LIMP2 (lysosomal integral membrane protein 2) a un pH neutre et est transportée au TGN.
LIMP-2 est codée par le géne SCARB2, aussi connu sous le nom de membre 2 scavenger
récepteur de classe B. LIMP-2 forme une boucle transmembranaire N et C-terminale et
contient un domaine luminal de 400 résidus fortement glycosylés. C'est un membre de la
superfamille CD36 des récepteurs scavenger qui a été identifié comme récepteur pour
I’Enterovirus 71 et le virus Coxsackie A16. Dans les compartiments prélysosomaux acides
(endosomes tardifs), la GCase se dissocie de LIMP2 a un pH plus acide et s'associe aux
membranes lysosomales (75, 76). De plus, un résidu histidine de LIMP-2 (H171) est identifié
comme capteur critique de pH. Une étude récente semble montrer que LIMP-2 est modifi¢
par 1’addition post-traductionnelle de mannose-6 phosphate, et interagit en fait avec le MPR
formant ainsi un complexe hétéro-trimérique MPR, LIMP-2 et GCase (77). Cependant,
récemment, de nouvelles observations sur des lysosomes hépatiques et des fibroblastes
embryonnaires murins ont été publiées, allant a 1’encontre d’un trafic lysosomal MPR-

dépendant de LIMP-2 et de la GCase (78).
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Le déficit en LIMP-2 (géne SCARB2) n’est pas responsable du phénotype Gaucher mais
d’une maladie autosomique récessive : le syndrome action myoclonus-insuffisance rénale
(AMRF; OMIM#254900) (79). Elle associe une épilepsie myoclonique progressive avec
surcharge (d'un matériel biologique non caractéris¢) dans le cerveau et une glomérulosclérose
focale avec une activité GCase faible dans les fibroblastes (80). LIMP-2 pourrait étre un
modificateur dans la maladie de Gaucher (MG) (81). Quand la GCase n’est pas correctement
repliée, elle est retenue dans le RE et n’est pas efficacement transportée du RE au lysosome
(82). Elle est rétrotransloquée vers le cytoplasme, subit une polyubiquitination et une
dégradation protéosomale. Le degré de dégradation associée au RE (ERAD) serait corrélé a la

sévérité de la MG (83).

4.2. La pB-glucosidase des acides biliaires

La B-glucosidase des acides biliaires, aussi dénommée GBA2 (EC 3.2.1.45) est une -
glucosidase non-lysosomale. En effet, le fait qu’il n’y ait pas d’accumulation de GlcCer dans
la plupart des cellules hormis les macrophages dans la MG, malgré un déficit sévere en GCase
lysosomale, a suggéré une voie alterne du catabolisme de ce lipide. L'existence d'une -
glucosidase distincte ayant aussi une activité sur le GlcCer a pu étre démontrée dans la MG
(84). L analyse de fractionnement subcellulaire révéla que cette enzyme n’était pas localisée
dans le lysosome mais a la surface cytosolique du RE et du Golgi (85, 86). Dans le modele ou
FAPP2 transporte le GlcCer vers le RE et ou il est transloqué par une flippase vers le coté
luminal du RE, GBA2 serait proche du site de synthése du GlcCer et pourrait controler les
quantités de GlcCer disponibles pour la synthése des glycosphingolipides complexes. GBA2
fut initialement purifiée et caractérisée a partir de foie humain; des 3-O-glucosides biliaires
synthétisés dans les microsomes de foie humain étaient les seuls substrats naturels supposés
de GBA2. C’est la raison pour laquelle elle pris le nom de pB-glucosidase des acides biliaires
(87).

La masse moléculaire de la protéine est de 104,6 kDa avec 927 acides aminés (88). Il n’y a
pas d’homologie significative avec les glycosyl hydrolases connues. Le géne GBA2 est porté
par la région chromosomique 9p13.3. Le pH optimum de I’enzyme est entre 5.0 et 6.4. Cette
enzyme est activée par des ions métalliques divalents et nécessite des phospholipides pour une
activité optimale. Chez I’homme, GBA2 semble ubiquitaire et son ARNm est plus abondant
dans le cerveau, le cceur, le muscle squelettique, le rein, le placenta, et & un niveau moins

important dans le foie, la rate, ’intestin gréle, le poumon, et a trés niveau trés faible dans le
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colon (mais pas la muqueuse), le thymus, et les leucocytes du sang périphérique (88). Chez la
souris, I’expression de Gba2 est aussi ubiquitaire, avec un trés haut niveau dans les testicules,
le cerveau et le foie (89). Les souris déficientes en Gba2 accumulent du GlcCer et les males
sont infertiles (89). En effet, ’analyse microscopique des spermatozoides révele de grosses
tétes (globozoospermie), un acrosome anormal et des défauts de mobilité (89). Le GlcCer
s’accumule dans les testicules, le cerveau, le foie de ces souris knock-out (KO) mais sans
symptomes neurologiques, organomégalie ou réduction de I’espérance de vie (89). La méme
souris déficiente en Gba2 montre un retard transitoire de régénération du foie aprés une
hépatectomie partielle des deux tiers, a 1 et 3 jours mais pas a 5 et 7 jours apres
I’hépatectomie (90). Il est montré également une diminution des taux d'IL6, du TNF-a et une
augmentation du TGF-f pendant la régénération hépatique. De plus, chez ces souris Gba2-KO,
I’activation de STAT-3 est réduite simultanément a la décroissance des taux sériques d'IL-6
12h aprés I’hépatectomie partielle (90). L’étude de la voie médiée par le facteur de croissance
de I’hépatocyte (HGF), évaluée par 'analyse de Met, le récepteur tyrosine kinase de haute
affinit¢ pour I’HGF, montre que Met est augmenté de maniére prédominante chez les souris
GBA2 KO pendant la régénération hépatique, suggérant que le GlcCer accélere la
signalisation des facteurs de croissance (90).

GBA2? a initialement été décrite comme insensible au CBE; elle peut en fait étre inhibée par le
CBE de mani¢re temps-dépendante (91). Elle peut aussi étre inactivée par des iminosucres
comme la N-butyl-déoxynojirimycine (NB-DNJ) ou la N-butyl-déoxygalactonojirimycine
(NB-DGJ), cette derniére inhibant uniquement GBA2, ainsi que par certains dérivés
hydrophobes d’adamantane (91-93).

Des mutations du géne GBA2 sont retrouvées chez des patients présentant une paraplégie
spastique héréditaire (SPG46) avec atteinte pyramidale, troubles mentaux, cataracte,
hypogonadisme chez les males, atrophie de degré variable du corps calleux et du cervelet,
mais ¢galement dans certains cas une ataxie cérébelleuse avec spasticité autosomique
récessive (94-96). La GBA2 est impliquée dans le développement du systéme nerveux central
(SNC) comme le montre son invalidation chez le poisson zébre, responsable d'un

comportement moteur anormal et d'une croissance axonale altérée des motoneurones (94, 97).

4.3. La protéine apparentée a Klotho
La B-glucosidase cytosolique humaine (hCBG), aussi connue sous le nom de Klotho-related

protein (KLrP ou GBA3, EC 3.2.1.21) est une enzyme appartenant a la famille des glycoside
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hydroxylases (GH1) qui est capable d’hydrolyser une large variété de substrats osidiques, tels
que le B-D-glucose, B-D-galactose, 3-D-fucose, p-D-xylose ou I’a-L-arabinose, associés a un
groupe hydrophobe (98, 99). L’hCBG est une protéine soluble et présente dans le rein, le foie,
la rate, l'intestin et les lymphocytes des mammiféres. Sa masse moléculaire est d’environ 53
kDa; son pH optimum est de 5-6. Le géne GBA3 est localisé dans le locus 4p15.31 et ’ADNc
a été cloné (100). KLrP est capable de dégrader le C6-NBD-GlcCer en présence de CBE a un
pH neutre mais aussi d'autres substrats artificiels comme le 4-MU-Glc, le C6-NBD-GalCer et
le 4-MU-GalCer. KLrP pourrait étre définie comme une “p-glycosylcéramidase” plus qu’une
“B-glucosylcéramidase” (101). Le GlcCer naturel semble €tre un substrat de la GBA3, comme
démontré par I’augmentation de la concentration de GlcCer dans des cellules dont I'expression
de GBA3 a ét¢é éteinte par siRNA. Cependant, cette notion est contestée (102). Non seulement,
le GlcCer intracellulaire reste inchangé apres le traitement de cellules par un nouvel inhibiteur
spécifique de GBA3, mais aussi une forme tronquée de GBA3 n’a pas d’impact sur la sévérité
des patients avec MG.

L'étude de la structure aux rayons X de KLrP et la mutagénése dirigée ont révélé que KLrP
contient une partie dite (f/ct)8 TIM barrel dans laquelle les résidus E165 et E 373, dans les
feuillets p-plissés 4 et 7, pourraient servir de catalyseur acide/base et de nucléophile,
respectivement (101).

Le déficit en protéine KL (Klotho) dans un modéle de souris est responsable d’un large
spectre d’anomalies comme une espérance de vie raccourcie, une artériosclérose, une
infertilité, une peau atrophique, un emphyseéme et une ostéopénie ressemblant & un processus
de vieillissement prématuré (103).

Chez I’homme, I’hCBG agirait sur divers xénobiotiques, dont les dérivés sucrés de phyto-
oestrogenes, flavonoides), simples phénoliques et cyanogénes, avec une affinité ¢levée et une
spécificité pour les xénobiotiques alimentaires plus grande que pour les aryl-glycosides (104).
Ces données indiquent que la hCBG hydrolyse une large variété de glucosides alimentaires et

suggere un role dans le métabolisme des xénobiotiques.

4.4 La lactase phlorizine hydrolase

La lactase phlori(d)zine hydrolase (LPH; EC 3.2.1.108/62) est une p-glucosidase humaine
présentant une large spécificité de substrat (105). L’enzyme est ancrée dans la muqueuse de la
bordure en brosse de I’intestin gréle et clive le lactose, le cellobiose, les glycosyl-p-céramides

et divers aryl-f-glycosides dont la phlorizine (106). Cependant, la capacit¢ de la LPH a
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hydrolyser in vivo le GlcCer d'origine alimentaire n’est pas documentée de maniére
convaincante (107).

La LPH porte deux sites catalytiques séparés. Le site phlorizine hydrolase comprend le résidu
E1273 et le site lactase E1789 (108). Le site lactase est sélectif pour les glycosides avec des
motifs hydrophiles tels que la phlorizine et les glycosylcéramides (106). La LPH peut aussi
hydrolyser les glycosides (iso)flavonoides et la pyridoxine-5’-B-D-glucopyranoside, une
forme alimentaire de la vitamine B6 (104, 109). Un déficit en LPH est responsable de
l'intolérance au lactose qui est relativement fréquente sauf chez la majorité des Européens du
nord et certaines tribus nomades africaines et arabes qui conservent une activité lactase et
digérent le lactose durant toute leur vie (104). L hypolactasie de type adulte (MIM# 223100)
est la conséquence d’une diminution de I’activité lactase pendant 1’adolescence et a 1’age
adulte, un processus physiologique.

Le déficit congénital en lactase (MIM# 223000) est une maladie héréditaire autosomique
récessive, avec une pathologie gastro-intestinale sévere chez 1’enfant. L’activité lactase de la
muqueuse intestinale est diminuée et conduit a une diarrhée hydrique tout de suite apres
I’allaitement ou I’introduction de lait artificiel contenant du lactose. Les symptomes de
diarrhée sévere osmotique et de perte de poids apparaissent dans les premiers jours de vie. Les
enfants ont une croissance et un développement normal avec un régime sans lactose. Son
incidence est de 1/60000 et est plus fréquente dans la population finlandaise mais est
retrouvée ailleurs dans le monde.

Table 1. Les principales caractéristiques des glucosylcéramidases des mammiféres

Enzyme Géne Protéine Propriétés Maladie
enzymatiques génétique
humaine
Nom Synonymes Nom Locali- Long | Tissus Localisati- Substrats pH
sation ueur on intra- opti-
chromo- (AA) cellulaire mal
somique
B-glucosyl- | B-glucosidase GBAl 1921 536 Ubiquitaire Membrane GlcCer; 4-5 Maladie
céramidase | acide; B- lysosomale | glucosyl- de
acide glucocérébrosidas sphingosine Gaucher
e acide
B-glucosyl- | B-glucosidase des GBA2 9pl13 927 Cerveau, coeur, | RE, Golgi, acides 5.5- Ataxie
céramidase | acides biliaires; p- muscle membrane biliaires 6.5 cérébel-
non glucosyl- squelettique, plasmique conjugugs; leuse
lysosomale | céramidase 2 rein et placenta GlcCer congéni-
tale et
paraplégie
spastique
B- protéine GBA3 | 4pl5 469 Foie, intestine Cytosol glycosides 6-7 nd
glucosidase | apparentée a gréle, rate, rein flavonoides
cytosolique Klotho ; C6-NBD-
GlcCer

Abréviations: AA, acides aminés; RE, réticulum endoplasmique;
C6-NBD-GlcCer, 6-[N-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoyl-glucosylsphingosine; non décrit.
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5 La maladie de Gaucher

Le déficit en GBALI est responsable de la maladie de Gaucher (MG), la maladie lysosomale la
plus fréquente. C’est une maladie héréditaire de surcharge lipidique, avec une transmission
autosomique récessive. La MG résulte de mutations pathogeénes du gene GBA1 (110). Le
phénotype MG peut exceptionnellement résulter d’'une mutation du géne codant pour la
prosaposine, PSAP (111, 112).

Il y a a ce jour environ 350 mutations décrites du géne GBA1. La majorité des mutations sont
des mutations faux-sens (75%) mais des mutations non-sens (6,4%), mutations du site
d’épissage (0,5%), petites insertions et délétions (13,5%), ainsi que des alleéles complexes
(0,5%) sont aussi décrits (82). Certaines mutations de GBA1 sont prévalentes. Ainsi, la
mutation dite N370S (c.1226A>G, p.Asn409Ser) est trés fréquente au sein de la population
juive Ashkénaze et est associée exclusivement au type 1 (113). La mutation la plus fréquente
dans la population non juive est la mutation dite L444P (c.1448T>C, p.Leu483Pro),
prédisposant au développement de la forme neuropathique lorsqu’elle est a 1'état homozygote
(114). La mutation dite D409H (c.1342G>C, p.Asp448His) est associée, lorsqu’elle est
homozygote, a un phénotype de maladie valvulaire cardiaque, apraxie oculomotrice mais sans
atteinte viscérale (115). L'analyse du génotype de la MG peut donc permettre d’avoir des
¢léments sur la nature de la progression de la maladie et sur le pronostic familial (116). La
MG est rare avec une fréquence d’1 sur 57000 naissances dans la population d’origine
européenne tandis qu’elle est fréquente chez les juifs Ashkenazi ou la fréquence est de 1 sur
800 naissances (116, 117).

La connaissance des structures de la GCase et des saposines permet une meilleure
compréhension des bases moléculaires de la dysfonction enzymatique dans la MG. Certaines
mutations se trouvent dans ou proche du site catalytique mais d’autres mutations sont
localisées dans le site d’interaction de la GBA avec la saposine C (SapC), un peptide
activateur de 84 AA, issu du clivage de la prosaposine et essentiel pour I’hydrolyse du GlcCer
(118, 119). En effet, la SapC montre une interaction réversible et pH-dépendante de I’enzyme
avec le GlcCer dans des vésicules contenant des phospholipides anioniques (120, 121). On ne
sait pas encore comment le GlcCer est transféré de SapC a la GCase. Selon une hypothese
(modele de "solubilisateur"), SapC extrait le lipide de la bicouche lipidique dans un complexe
soluble et puis se dissocie de la membrane pour former un complexe avec la GCase. Une
deuxiéme hypothese (modele "liftase") considere que SapC reste liée a la membrane et forme

un complexe avec la GCase qui clive le groupement GlcCer exposé (122). Concernant les
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mutations, plus de 90 mutations ne sont cependant pas localisées dans les interfaces

SapC/GBA, GlcCer/GBA ou dans le site catalytique et restent encore a expliquer.

Au plan clinique, la MG est caractérisée par une accumulation de GlcCer dans les cellules du
systéme réticulo-endothélial du foie, de la rate et de la moelle osseuse (appelées cellules de
Gaucher). La MG peut étre subdivisée en trois phénotypes différents. Le plus fréquent est la
forme non-neuropathique de type 1 (MIM# 230800) avec un début dans I’adolescence ou chez
I’adulte, caractérisée par une hépatosplénomégalie, une anémie, une thrombopénie, et une
atteinte osseuse; elle représente 95% des cas. La forme la plus sévére est la forme infantile,
neuropathique aigué de type 2 (MIM# 230900) avec une atteinte viscérale sévere et
neurologique apparaissant tot dans I’enfance et conduisant au déces tot dans ’adolescence. La
troisieme forme est le type 3 neuropathique subaigu (MIM# 231000) caractérisé par une

atteinte du systéme nerveux central chez ’adulte.

5.1 Histoire de la maladie de Gaucher

La MG fut décrite en 1882 par Philippe Charles Ernest Gaucher, dans sa thése de médecine
« De I’épithélioma primitif de la rate » (123). Philippe Gaucher est né le 26 juillet 1854 a
Champigny, dans la Nievre, et décédé le 27 janvier 1918. Eleéve brillant, il commence ses
¢tudes de médecine a Paris en 1872, est externe de 1874 a 1876 puis est nommé Interne
provisoire, puis nommé a ’internat en 1878 jusqu’en 1881. Gaucher fut préparateur
d’histologie de 1880 a 1885, puis chef de travaux de bactériologie anatomopathologique
jusqu’en 1892. Parallelement, il fut chef de clinique en dermatologie infantile de 1884 a 1891.
I1 est nommé médecin des Hopitaux en 1892, avec une orientation principale en
dermatosyphiligraphie, puis chef de service de 1’hospice Debrousse ou il passe sa thése
d’agrégation sur la pathogénie de néphrites. En 1892, il fut nommé chef de service et
Professeur titulaire de dermatologie de 1892 a 1901. Il devient membre de 1I’Académie de
Meédecine en 1910. Dans sa thése, il décrit une seule patiente de 32 ans (Victorine) qui a une
trés grosse rate découverte a 1’age de 7 ans, qu’on palpait jusque dans la fosse iliaque gauche.
Elle présentait des hémorragies (épistaxis, gingivorragies) et une altération de I’état général et
parfois des douleurs dans les membres inférieurs. Elle décede au bout de trois ans
d’aggravation et Philippe Gaucher va décrire la rate et ’histologie de celle-ci apres ’autopsie
réalisée le 6 avril 1881 a 9h du matin. Dés 1901, outre-Atlantique les auteurs Brill,
Mandelbaum et Libman décriront cette pathologie en utilisant le nom de maladie de Gaucher

(123).
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5.2 Les signes cliniques

5.2.1 L’hépatosplénomégalie
Les signes cliniques de la forme de type 1 de la MG sont principalement une hépatomégalie et
une splénomégalie. Dans une série de 413 patients de la cohorte du registre ICGG
(International Collaborative Gaucher Group) n’ayant pas été splénectomisés, le volume
hépatique moyen est de 1,7 fois la normale (124). C’est 76% des patients, le volume est
supérieur a 1,25 fois la normale, tandis qu’il est supérieur a 2,5 fois la normale chez 17% des
patients (124). Le volume hépatique des patients non splénectomisés est inférieur a celui des
patients splénectomisés, qui est en moyenne a 2,2 fois la normale (124). Concernant la
splénomégalie, chez 432 patients n’ayant pas été splénectomisés, le volume moyen de la rate
est de 15,2 fois la normale, 87% des patients ayant un volume de rate supérieur a 5 fois la
normale (124). La splénomégalie est le plus souvent asymptomatique, dans 67% des 183 cas
de la série de I’équipe de Zimran, mais elle peut étre responsable de douleurs abdominales,
d’une geéne abdominale, de satiété précoce, de douleur en décubitus latéral ou encore de
douleurs coliques (125). De plus, les symptomes ne sont pas corrélés a la splénomégalie et
bien qu’il existe un corrélation entre la taille de la rate et les paramétres de I’hémogramme,

elle n’a pas de valeur au plan clinique (125).

5.2.2 Les cytopénies
Les cytopénies sont représentées par I’anémie présente chez 69% des patients de la cohorte de
835 patients n’ayant pas été splénectomisés, avec 44% des patients ayant une anémie modérée
entre 12 et 10 g/dl et 25% des patients ayant une anémie plus importante inférieure a 10 g/dl
(124). La thrombopénie est présente chez 76% des patients non splénectomisés avec 26% des
patients ayant une thrombopénie inférieure & 60000/mm’ et 50% des patients ayant une
thrombopénie entre 60000 et 120000/mm’ (124). La thrombopénie peut étre la conséquence
de Dlinfiltration médullaire compromettant la mégacaryocytopoi€¢se ou en rapport avec un
hypersplénisme ou encore en rapport avec une origine autoimmune. En effet, des

thrombopénies autoimmunes sont également rapportées dans la MG (126, 127).

5.2.3 Les troubles de I’hémostase
Les patients présentent également une tendance aux saignements, par toujours en rapport avec

la thrombopénie, sous la forme d’épistaxis, gingivorragies, ecchymoses faciles, menstruations
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importantes. Cette tendance peut étre influencée par un déficit en facteurs de la coagulation ou
une dysfonction plaquettaire (128). En effet, un déficit acquis de certains facteurs de la
coagulation ont été décrits dans la MG, dont 1’origine suspectée est une coagulation vasculaire
disséminée faible ou une séquestration des facteurs par des cellules chargées en substrat (129,
130). On peut retrouver des déficits en facteurs II, VII, V, VIII, X, XI, XII (129). Des
complexes thrombine-antithrombine sont retrouvés dans 46% des cas, suggérant que les
déficits de la coagulation sont dus en partie a une consommation plus qu’a un défaut de
synthése et pourraient en partie étre corrigés par I’enzymothérapie substitutive (126). De plus,
la fibrinolyse peut étre augmentée (131). La fonction plaquettaire est également altérée, avec
une plus faible adhésion plaquettaire dans la MG comparée a des contrdles ou des
hétérozygotes (132). L’adhésion plaquettaire n’est pas modifiée par 1’enzymothérapie
substitutive mais améliorée par la splénectomie. Les saignements muqueux sont associés a
une adhésion plaquettaire anormale (132). 22% des patients ont également une agrégation
plaquettaire réduite, mais qui n’est pas associée aux saignements muqueux (132). Une
maladie de Willebrand acquise au cours de la MG a également été rapportée chez 8 patients

(133).

5.2.4 Les atteintes osseuses
Les atteintes osseuses sont également fréquentes. En effet, dans le registre de I'ICGG en
2010, 37% des patients présentent des douleurs osseuses avec des crises osseuses chez 7% des
patients (124, 134). Sur le plan radiologique, des 1ésions sont visibles chez 82% des patients
avec une déformation en « flacon d’Erlenmeyer » chez 59% des patients, une ostéopénie chez
49% des patients, une infiltration médullaire chez 81% des patients, un infarctus chez 24%
des patients, une ostéonécrose avasculaire chez 16% des patients, des fractures chez 7% des
patients, des lésions ostéolytiques chez 18% des patients (124, 134). La mobilité peut étre
altérée chez 32% des patients et 15% présentent des douleurs importantes (135). Les
biomarqueurs PARC/CCLI18 et chitotriosidase ont été retrouvés associés a 'ostéonécrose et
en particulier a 1'ostéonécrose apparaissant malgré 1'enzymothérapie (135). Dans une autre
¢tude, le seul facteur de risque pour 1’ostéonécrose retrouvé chez les patients est ’anémie et
pour les fractures, une diminution du Z-score < -1 (136). Chez 930 patients du registre ICGG,
I’ostéopénie avec un Z-score inférieur a 1 est retrouvée chez 44% des enfants, 76% des
adolescents, 54% des adultes jeunes (20 a 30 ans) et 52% des adultes plus agés (30 a 50 ans)
(137). Chez les enfants ayant une ostéodensitométrie avec un Z-score < -1 initialement,

I’utilisation de I’imiglucérase pendant 9 & 10 ans montre une amélioration du Z-score moyen
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de -1,38 (95% IC:-1.73 a -1.03) a -0.73 (95% IC: -1.25 a4 -0.21), chez les jeunes adultes de -
1.95 (95% IC: -2.26 a -1.64) 4 -0.67 (95% IC: -1.09 a -0.26), et chez les adultes plus agés de -
1.82 (95% IC: -2.00 2 -1.63) a -1.30 (95% IC: -1.57 2 -1.04) (137). Un retard de croissance est
retrouvé chez 37% des patients (134). De multiples études montrent le bénéfice sur la densité
osseuse de I’utilisation de 1’enzymothérapie par imiglucérase (138-142), mais également par
velaglucérase (143). Certaines études montrent aussi le bénéfice de I’enzymothérapie sur les
symptomes osseux (144). Les traitements par réduction de substrat sont également capables
d’améliorer la densité osseuse. Les résultats combinés de 3 études internationales avec le
miglustat montrent sur un groupe de 72 patients, une amélioration significative du Z-score a 6,
12 et 24 mois tant au niveau fémoral que lombaire (145). On notait une augmentation
moyenne a 6 mois en lombaire de 0,15 et de 0,23 en fémoral; & 12 mois, respectivement de
0,19 et 0,21 et a 24 mois, respectivement de 0,21 et 0,18. Une augmentation significative était
retrouvée en fémoral dans le sous-groupe des patients splénectomisés et en lombaire et en
fémoral chez les patients ostéoporotiques (145). Un autre composé, 1’eliglustat, agissant aussi
par réduction de substrat, montre une amélioration de la densité osseuse sur 4 ans chez 19

patients, avec une augmentation de la densité minérale osseuse en T-score au niveau lombaire

de 0,8% (146).

5.2.5 Les signes cliniques de la maladie de Gaucher de type 2 et 3

Les types 2 et 3 de la maladie de Gaucher sont les formes neurologiques avec atteinte du
SNC. La distinction entre ces deux formes ¢€tait initialement basée sur 1’age du début des
signes neurologiques et sur la rapidit¢ de progression de la maladie, mais la forme
neurologique de la MG semble plus étre un continuum phénotypique.

Dans la forme classique de type 2 de la MG, les symptdomes apparaissent avant I’age de 2 ans,
sous la forme d’un développement psychomoteur rapidement limité entrainant le déces dans
les deux premiéres années (147, 148). Ensuite, les signes initiaux les plus fréquents sont
I’hyperextension du cou, des difficultés pour déglutir et un strabisme. Secondairement
apparaissent en général des épisodes d’asphyxie, suivis d’apnées spontanées prolongées. Des
crises convulsives généralisées, une €pilepsie myoclonique et une microcéphalie peuvent étre
observées. Une atteinte pulmonaire est Datteinte viscérale prédominante mais une
hépatosplénomégalie, un retard de croissance, une thrombocytopénie ou une anémie sont
présents.

La MG de type 3 comprend un groupe hétérogéne avec des patients ayant des atteintes

viscérales modérées a séveres combinées avec une atteinte neurologique lentement
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progressive et variable. Certains sous-types ont été subdivisés en se basant sur la présence
d’une épilepsie myoclonique progressive ou d’une apraxie oculomotrice associée a une
atteinte systémique plus ou moins sévere (149). Les anomalies oculomotrices (paralysie
supranucléaire horizontale) sont habituellement le premier signe neurologique. Des crises
convulsives  généralisées tonico-cloniques, une ataxie cérébelleuse, des signes
extrapyramidaux, une régression cognitive ou des troubles psychiatriques peuvent étre
observés. Les patients portant un allele L444P tendent a avoir une forme sévére, souvent
neurologique, alors que les patients ayant un allele N370S ne développent pas d’atteinte

neurologique (53, 148, 150).

5.2.6 Le phénotype "bébé collodion"
Certains feetus présentent a la naissance une atteinte cutanée généralisée, sous la forme d’un
peau anormale, érythémateuse et fine, diffuse sur tout le corps mais prédominant parfois dans
les régions plantaires et palmaires ou dans les plis. La MG est une étiologie de ces « collodion
baby » (151). Ces atteintes dermatologiques sont en général absentes dans la MG de type 2.
Cet aspect est observé dans 41% des cas de formes Iétales en périnatal de MG (152). Cette
forme est caractérisée par une anasarque avec prématurité, détresse néonatale et décés dans
les deux premiers jours, ou parfois une dysmorphie faciale, arthrogrypose, une

hépatosplénomégalie variable conduisant au déces dans les trois mois.

5.2.7 La maladie de Parkinson et l1a maladie de Gaucher

Depuis les années 90, de multiples case reports puis des séries plus larges décrivent
I’association clinique entre la maladie de Parkinson (MP) et la MG de type 1 (6). La MP est la
deuxieéme cause de maladie neurodégénérative représentant 1% de la population de plus de 60
ans, conséquence d’une dégénérescence des neurones dopaminergiques du locus niger et de la
déplétion en dopamine de leurs projections dans le striatum.

Les patients ayant une MG et une MP présentent un syndrome parkinsonien atypique par le
fait qu’il débute a un age plus jeune (41-55 ans) et qu’il existe une résistance au traitement
conventionnel (153-156). Une augmentation de la prévalence de la MP est retrouvée chez les
parents du ler degré de patients Gaucher. A la suite de plusieurs études montrant une
augmentation du risque de MP chez les homozygotes et les hétérozygotes ayant une MG, une
¢tude internationale multicentrique a montré un odds ratio de 5,43 pour une mutation de la
GBALI chez les patients parkinsoniens, démontrant une association forte entre les mutations de

la GBA1 et la MP (157). Cette étude a été confirmée par la suite dans de nombreuses ethnies
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du monde entier (158). Actuellement, les mutations GBA1 représentent le risque génétique le
plus important pour la MP.

De nombreuses ¢études soulignent le role central de 1’a-synucléine dans la pathogénie de la
MP (159, 160). L’a-synucléine est une petite protéine de 14 kDa, dont la fonction n’est pas
bien connue ; elle est présente dans le cerveau dans des fractions solubles et associées aux
membranes, et particulierement exprimée dans des terminaisons neuronales pré-synaptiques.
Elle est dégradée principalement dans les lysosomes, en partie par autophagie (161, 162). Les
corps de Lewy sont la caractéristique anatomopathologique de la MP et contiennent des
inclusions éosinophiliques dans le cytoplasme neuronal, résultant d’une accumulation et d’un
processing anormal d’a-synucléine (159, 163, 164). De telles inclusions ont été retrouvées
dans le cerveau de patients Gaucher avec syndrome parkinsonien. Elles sont retrouvées dans
toutes les synucléopathies comme la MP, la maladie a corps de Lewy et l’atrophie
multisystématisée. Les mutations de I’a-synucléine (A30P, E46K, H50Q, G51D et A53T) et
les duplications ou triplications de geénes sont aussi fortement associées a la MP (165).

C’est la forme soluble agrégée d’a-synucléine formant des fibrilles de type amyloide et/ou la
forme oligomérique intermédiaire qui serait responsable de la toxicit¢ et enfin de la
dégénérescence des neurones dopaminergiques (166). Elle peut se transmettre de neurone a
neurone apres étre relarguée dans I’environnement extracellulaire par les exosomes puis
endocytose (167). La voie de dégradation lysosomale peut nettoyer les agrégats d’o-
synucléine préformée; le dysfonctionnement de cette voie pourrait résulter dans
I’accumulation de ces agrégats dans les cellules neuronales et non-neuronales (168). Ces
données révelent un lien physiopathologique entre la GCase et le métabolisme de I’a-
synucléine.

Des études récentes montrent que la réduction de ’activité GCase augmente le niveau de I’a-
synucléine dans les cultures de neurones et dans des modéles de souris Gaucher. En effet, les
lignées neuronales surexprimant des mutants de la GBA1 humaine (N370S, L444P, D409V,
D409H, E235A et E340A) montrent une augmentation du niveau de 1’a-synucléine,
dépendant de la quantit¢ de GCase mutante exprimée mais pas de I’activité enzymatique
(169). De plus, le modele de souris Gaucher D409V/D409V montre une augmentation age-
dépendante de ’a-synucléine dans les régions frontales a 12 mois (169). D'autre part,
I’hérérozygotie pour la mutation L444P dans une souris transgénique de MP (mutation A53T
a-synucléine) conduit a une activité¢ GCase réduite, a une réduction de la dégradation de 1’a-
synucléine et & une exacerbation des déficits moteur et gastrointestinal (170). De plus,

I’inhibition pharmacologique de I’activit¢ GCase par le CBE augmente le niveau d’a-
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synucléine dans une lignée de neuroblastome humain sans changement de I’ARNm de ’a-
synucléine (171). Cependant, dans un autre modele in vitro, une lignée neuronale différenciée
et une autre lignée non-différenciée, le niveau de l’a-synucléine n'est pas altéré apres
traitement par le CBE (172). Les souris traitées par CBE montrent une augmentation de 1’a-
synucléine dans les neurones du locus niger et de 1’astroglie ainsi qu’une transmission
dopaminergique anormale (160).

L’inhibition de la GCase par le CBE est aussi capable d’induire des anomalies de la fonction
mitochondriale et du stress oxydant dans des cellules humaines dopaminergiques (173).

En 2010, l'examen par microscopie €électronique et confocale d’échantillons de cerveau a
permis de retrouver la présence de GCase dans les corps de Lewy des patients ayant au moins
une mutation de la GBA1 (174). La GCase est colocalisée avec 1’a-synucléine mais aussi avec
LAMP-1. En 2011, la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire montre qu’a pH
acide, la GCase interagit directement avec la partie C terminale de 1’a-synucléine (175). De
maniére surprenante, la mutation N370S de la GCase, de méme que la forme de I’enzyme liée
au CBE, montre une affinité réduite pour I’a-synucléine. L’a-synucléine fixée a la membrane
interagit avec la GCase dans un complexe qui inhibe la fonction enzymatique (176). Les
travaux de Mazzulli et al. ont permis de mieux comprendre les interactions entre I’a-
synucléine et la GCase (177). Dans des cultures primaires de neurones, le silencing de la
GCase par ShRNA est accompagné d’une réduction de 50% de ’activité de la GCase, d’une
augmentation x 4 du GlcCer et une augmentation x 1,8 de I’a-synucléine. Le niveau inchangé
d’ARNm d’a-synucléine suggére que [’augmentation de I’o-synucléine résulte d’une
réduction de la capacit¢ de dégradation lysosomale (177). De plus, des neurones
dopaminergiques générés a partir de cellules souches totipotentes (iPS) dérivées de
fibroblastes d’un patient Gaucher révelent aussi une augmentation importante du niveau d’a-
synucléine avec une réduction de la protéolyse des protéines de longue durée. Cette étude
montre aussi que la neurotoxicité dépend des acides aminés 71-82 de 1’a-synucléine, une
région nécessaire pour sa polymérisation. Pendant ce temps, 1’accumulation de la GlcCer
affecte 1’agrégation de 1‘a-synucléine in vitro en stabilisant les intermédiaires solubles
oligomériques. Plus important, la déplétion en GCase peut faciliter la formation d’a-
synucléine oligomérique soluble ou insoluble in vivo, dans des mod¢les de souris Gaucher
(4L/PS-NA et D409H/D409H) et chez Caenorhabditis elegans (177). L’a-synucléine pouvant
inhiber le transport vésiculaire entre le RE et le Golgi, I’étude montre que la surexpression
d’a-synucléine inhibe le trafic intracellulaire de la GCase, conduisant & une diminution de

I’activité¢ lysosomale de celle-ci. Cela conduit Mazzulli et al. a proposer une boucle
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pathogénique débutant dans le lysosome (Fig. 3) (177). Le GlcCer lysosomal accumulé
augmenterait la formation et la stabilisation des oligomeres solubles d’a-synucléine,
éventuellement convertis en fibrilles amyloides. Cette accumulation produirait une
dysfonction du trafic RE-Golgi de la GCase, conduisant a réduire la GCase dans le lysosome,
favorisant I’amplification du GlcCer et la stabilisation des oligomeéres d’a-synucléine.
Cependant, I’absence d’a-synucléine oligomérique dans les échantillons de patient Gaucher
de type 1 sans syndrome parkinsonien indique que d’autres facteurs doivent contribuer a
I’oligomérisation de [’a-synucléine dans les MG neuropathiques. L’a-synucléine peut
interagir dans un complexe avec GCase qui inhibe son activit¢é de maniere dose-dépendante
(178).

L’analyse de cerveaux de patients parkinsoniens avec ou sans mutation GBA1 hétérozygote
montre que la diminution de I’activit¢ GCase est associée a une diminution de la protéine
GCase mais sans modification de son ARNm ou du contenu lysosomal (178). La voie de
dégradation UPR (unfolded protein response)/RE est active et pourrait jouer un role dans la
réduction du niveau protéique de GCase. L’activité GCase est aussi diminuée dans le cerveau
des patients ayant une MP sporadique sans mutation GBA1 (179).

Des mod¢les de souris de Gaucher montrant une accumulation d’agrégats d’a-synucléines
semblent utiles comme mode¢les de traitement pour la MP en utilisant la GCase comme cible.
La restauration de la GCase dans le cerveau de ces souris par thérapie génique améliore les
Iésions histologiques mais aussi le déficit de mémoire. La surexpression de la GCase dans le
SNC de souris transgéniques, modeles de MP, améliore les Iésions histologiques et

I’accumulation d’agrégats d’a-synucléines (180).
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Figure 3 : Boucle pathogénique de I’a-syn et de la dépletion en GCase dans le lysosome. (d’aprés (177))

1) L’accumulation du GlcCer lysosomal accélére et stabilise les oligoméres d’a-syn solubles (fléche épaisse), et
finalement les convertit en fibrilles amyloides (fleche fine). 2) L’accumulation d’ a-syn bloque le trafic dans le
RE-Golgi de GCase 3) La diminution de la GCase dans le lysosome amplifie ensuite ’accumulation de GlcCer,
la stabilisation d’oligomeres solubles d’a-syn, résultant en une inhibition du trafic dans le RE-Golgi de la GCase,
a chaque cycle pathogénique.

5.3 Les modéles murins de 1a maladie de Gaucher

Divers modé¢les murins de MG ont été¢ développés pour la recherche (181).

5.3.1 Le modé¢le chimiquement induit
Ce modele utilise I’injection intrapéritonéale quotidienne de CBE pendant 3 semaines
inhibant plus de 90% de I’activité GCase et induisant I’accumulation de GlcCer dans la rate,
le foie et le cerveau, réversible a ’arrét du traitement (182). L’augmentation du taux de
GlcCer peut étre obtenue par 1’injection de CBE combinée avec du GlcCer (183-185). Apres 8
ou 9 injections quotidiennes intrapéritonéales de CBE (100 mg/kg/j), les souris présentent des

symptomes neurologiques et meurent 7 a 12 jours apres 1’injection finale (186).

5.3.2 La souris Gba-knockout
11 s’agit du premier modele génétique produit en 1992 par I'insertion d’une cassette Neo dans
I’exon 9 et 10 du gene Gba, créant ainsi une souris portant une mutation nulle ayant moins de
4% d’activité résiduelle de la GCase et un phénotype sévere de type 2 (187). Le GlcCer
s'accumule dans le foie, le cerveau, les poumons et dans les lysosomes des macrophages du
foie et de la rate. La mortalité néonatale des souris Gba KO est élevée du fait de la perte d’eau
importante en raison du défaut de perméabilité¢ de la barriere cutanée (188, 189). Ce modele

pose cependant le probléme d’une espérance de vie trop courte. Il a été utilisé pour étudier la
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neuropathologie et montre dans le cerveau une down-régulation de Bcl2, du brain-derived

neurotrophic factor (BDNF) et du nerve growth factor (NGF) (190, 191).

5.3.3 Modéeles avec mutations ponctuelles
Par mutagenese, ont ét€ générées des souris avec la mutation « RecNcil » (L444P/A456P)
responsable d’une MG de type 2 chez I’homme et des souris homozygotes pour la mutation
L444P (L444P/1.444P) (192). La souris RecNcil montre une activité résiduelle de 1'enzyme
inférieure a 4-9% d’activité de la GCase contre 20% pour la souris L.444P/1.444P. Les deux

modeles meurent cependant tot apres leur naissance. La survie de ces souris a été augmentée

en les croisant avec des souris KO pour la GCS, (en utilisant des souris Gba™****:Ugcg™",
p 8¢C8

L444P/L444P | +/-
;Ugcg

que I’on croise pour obtenir des souris Gba , puis finalement des souris

Gba" " . Ugcg™™) avec une survie a de 50% i 1 an et une activité GCase a 15-20%
(193). Les souris développent des signes de MG avec anémie, inflammation systémique,
anomalies de la peau et diminution du cholestérol, mais sans accumulation de GlcCer ou
cellules de Gaucher (193). Ce modéle a cependant été utilisé pour étudier 1’efficacité de
molécules chaperonnes, qui montrent une augmentation de 1’activit¢ de la GCase dans de

nombreux tissus (194).

5.3.4 Modéles avec les mutations ponctuelles N370S, V394L, D409H et D409V

Les souris présentant les substitutions homozygotes D409H, D409V ou V394L ont des
activités résiduelles de GCase diminuées a 4-10% mais ne présentent des signes de surcharge
que progressivement sur plusieurs mois avec des accumulations faibles de GlcCer et quelques
cellules de surcharge détectées dans la rate mais sans hépatosplénomégalie (195). Tandis que
I’inhibiteur calcique Diltiazem augmente 1’activité de la GCase dans les fibroblastes de ces
souris, il n’a pas d’effet in vivo chez ces mémes souris (196).

Les souris N370S/N370S ne meurent pas dans les 24h aprés la naissance du fait d’un défaut
cutané, témoignant d’une différence notable quant a la dégradation du GlcCer dans la peau
entre la souris et ’Homme (195).

Le croissement d’une souris portant une mutation ponctuelle avec un animal porteur de la
mutation nulle entraine un phénotype plus marqué d’accumulation de GlcCer et de cellules de
surcharge, plus rapidement et sans développement d’atteinte neurologique (195). Ainsi, la
souris D409V/null montre environ 5% d’activité de la GCase avec la présence de cellules

Gaucher dans le foie, la rate, les poumons et la moelle osseuse a 4 mois et une accumulation
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de GlcCer d'un facteur 4 a 16 selon I'age (195, 197). Ce dernier modele a été utilisé pour tester
la thérapie génique en utilisant I'ADNc de GBAI1 par vecteur adénoviral, révélant la
prévention dans le développement de la maladie et une correction de 1’accumulation du
GlcCer dans les organes (197). Ce modele a aussi été employé pour tester la réduction de

substrat ou encore la combinaison avec la thérapie enzymatique substitutive (198, 199).

5.3.5 Mode¢les conditionnels

L’utilisation du systemes Mx-Cre-loxP a permis la création d’une délétion du géne Gba sous
la dépendance de Cre par un traitement par polyl-polyC aprés la naissance (qui active le
promoteur Mx1) (200). La délétion a ainsi lieu principalement dans les cellules
hématopoiétiques et les cellules progénitrices. Les taux de GlcCer augmentent de 100 fois
avec des aspects de cellules de Gaucher dans la moelle, le foie et la rate, avec une
splénomégalie (x10), mais pas dans le cerveau. L'espérance de vie de ces souris est normale
mais il n’y a pas de maladie osseuse ou du systéme nerveux. Grace a cette souris, il a été
montré que la transplantation de moelle et la thérapie génique peuvent éliminer les cellules
Gaucher et qu’une augmentation modérée de D’activité de la GCase suffit a corriger la
pathologie (200, 201).

Un deuxieme modele conditionnel de souris MG a été créé en délétant le gene Gba
uniquement dans les cellules hématopoiétiques et endothéliales, conduisant a une activité
enzymatique résiduelle de 7 a 18% dans le foie, la rate, le cerveau, la moelle osseuse, les
leucocytes, et s’accompagnant d’une splénomégalie et d’'une accumulation de GlcCer (202).
Le troisieme modele utilisant le systtme Mx/-Cre-loxP montre une réduction supérieure a
95% de D'activité de la GCase dans les cellules hématopoiétiques et les cellules souches
mésenchymateuses avec une augmentation importante des taux de GlcCer et de
glucosylsphingosine (GlcSph) dans la rate et le foie (203). Ces souris présentent une anémie,
une splénomégalie mais également une atteinte osseuse avec des ostéonécroses et une
ostéopénie, atteinte osseuse mimant celle observée dans la MG type 1. Ce modele montre que
I’ostéopénie provient plus d’un défaut des ostéoblastes qu'une augmentation de la résorption
osseuse. La GlcSph et le GlcCer, la prolifération et la différentiation précoce des ostéoblastes
médiées par la PKC contribueraient probablement au défaut de formation osseuse. De plus, ce
modele montre des anomalies diffuses du développement des cellules thymiques et

dendritiques (203).
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5.3.6 Modé¢les avec atteinte neurologique

Un modele de MG neurologique aigué a été généré par croisement d'une souris gbalnl/lnl
caractérisée par 1’insertion d’une cassette loxP-Neo-loxP (Inl) dans I’intron 8 de Gba, avec
une souris transgénique kératine-14-Cre. Dans la souris ainsi produite, K14-Inl/Inl,
I’expression de la Cre recombinase sous la dépendance du promoteur K14 permet I’excision
de la cassette Inl et la restauration de GCase dans la peau (204). En effet, sans la restauration
de la GCase dans la peau, la souris présente un déficit enzymatique dans la peau qui va
conduire au déces quelques heures apres la naissance, en rapport avec une perte d’eau
excessive par la peau comme dans le premier modele murin totalement déficient en GCase,
créé par insertion d’un gene de résistance a la néomycine introduit dans I’exon 9 et 10. La
souris K14-Inl/Inl a une activité réduite de la GCase dans le cerveau, la rate, le foie, une
augmentation du GlcCer et des cellules Gaucher. Elle développe de plus une atteinte
neurologique avec épilepsie et paralysie, associée a une perte neuronale et activation et
prolifération de la microglie. Certaines de ces anomalies ressemblent a celles observées chez
les patients ayant une MG neurologique (204). L’injection intraventriculaire cérébrale de
GCase recombinante réduit les taux de GlcCer et de GlcSph, améliore la dégénérescence
neuronale et l'astrogliose, et augmente 1’espérance de vie des souris (205).

Un autre modele est généré en restreignant le déficit en GCase au cerveau avec une
augmentation du GlcCer dans le cerveau mais des niveaux normaux dans le foie et la rate.
(204). Dans ce modele nestin-flox/flox, 1’expression de la Cre recombinase, placée sous
contrdle du promoteur nestine, est limitée aux cellules neuronales et gliales mais absente des
cellules de la microglie. La souris développe les mémes symptomes et une atteinte
neuropathologique semblable a celle de la souris K14-Inl/Inl mais avec un retard des
symptomes neurologiques (16 jours contre 7).

Un autre modele est généré par I'insertion de la cassette Néo dans 1’allele Gba portant la
mutation D409H, croisée avec la souris K14-Cre, conduisant a la souris Kn-9H, ayant le
méme phénotype que la souris K14-Inl/Inl, atteinte neurologique devenant compléte apres 10

jours de CBE (186, 204).

5.3.7 Les modeles animaux de MG non murins
Une MG a été observée chez le chien ayant une activité GCase diminuée, une accumulation
de GlcCer, des cellules Gaucher et une maladie neurologique progressive (206, 207).
Il a également ét€é découvert une MG neurologique chez un mouton, avec des nouveau-nés

présentant une maladie neurologique sévere, avec principalement des tremblements, une
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incapacité a se tenir debout, une peau épaissie et qui ne vivent que quelques jours (208). Chez
ces animaux, l'activité GCase est diminuée et le GlcCer s'accumule dans le cerveau (x100) et
dans le foie (x15). Une surcharge lysosomale est observée dans les macrophages spléniques,

les ganglions, le thymus et le systeéme nerveux périphérique et central (208).

5.4 Le traitement de la maladie de Gaucher

Actuellement, le traitement de la MG est essentiellement basé¢ sur 1’enzymothérapie
substitutive (ERT), développée depuis 1974 mais conceptualisée depuis la découverte du
déficit enzymatique en 1966 (209). Initialement, divers essais ont ét¢ menés avec de la GCase
purifiée de placenta humain, de la GCase injectée dans des globules rouges recouverts
d’anticorps pour étre captés par les macrophages, et également en tentant de faire rentrer la
GCase dans des liposomes pour traiter quelques patients (210). La découverte des récepteurs
mannose des macrophages en 1978 permet d'imaginer la création de modifications des
chaines oligosaccharidiques portant un résidu terminal mannose (211, 212). C’est en 1991 que
la GCase avec des résidus mannose est produite (alglucérase) jusqu’au développement d’une
GCase humaine recombinante (imiglucérase) en 1994 (213-216). Maintenant, de nouvelles
enzymes substitutives comme la velaglucérase alfa (produite par de fibroblastes humains) et
la taliglucérase alfa (dérivée de cellules de carotte) sont disponibles comme ERT (217, 218).
L’enzymothérapie substitutive améliore les cytopénies (anémie et thrombopénie), le volume
de la rate dans les 6 mois et jusqu’a deux ans de traitement, la taille du foie en 2 a 5 ans, ainsi
que les événements osseux (219). En effet, I’é¢tude sur I'utilisation de 1I’imiglucérase pendant
10 ans montre une diminution de la splénomégalie de 19,4 fois la normale a 5,2 fois la
normale (220). Le nombre de patients ayant une splénomégalie modérée ou sévere sont
significativement moins nombreux apreés 10 ans de traitement par imiglucérase (220).
L’ hépatomégalie chez les patients non splénectomisés passe de 1,8 fois la normale a 1 fois la
normale, avec disparition des patients ayant une hépatomégalie séveére. Les cytopénies
s’améliorent également puisque 1’hémoglobine chez les patients non splénectomisés passe de
11,2 a 13,6 g/dl, avec 88% des patients initialement anémiques qui ne le sont plus apres 10
ans de traitement par imiglucérase. La numération des plaquettes s’améliore également de
95300/mm’ a 166000/mm”. De méme, chez les patients splénectomisés, I"hémoglobine passe
de 11,9 a 13,4, les plaquettes passent de 237200 a 311200/mm’ (220). Chez les sujets
splénectomisés, la taille du foie diminue également sous imiglucérase, passant d’'une moyenne
de 2,2 fois la normale a 1 fois la normale. Les douleurs osseuses passent également dans cette

population de 88,9% a 61,1 % (220). Concernant les effets de I’imiglucérase sur I’o0s, chez les
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patients non splénectomisées, parmi les 52,4% des patients présentant des douleurs osseuses,
57,1% n’ont plus de douleurs apres 10 ans de traitement (220). Chez les patients n’ayant pas
de douleurs osseuses avant I’initiation de I’imiglucérase, 84,3 % ont continué¢ a ne pas
ressentir de douleur apres 10 ans de traitement. Chez les patients non splénectomisés, parmi
ceux qui avaient des crises osseuses (16%) avant I’initiation de I’ERT, 92,6% n’ont plus de
crises apres 10 ans de traitement (220). De plus, aucun des patients ne présentant pas de crises
osseuses n’en présentait aprés 10 ans d’imiglucérase. La vélaglucérase alfa montre des
résultats similaires avec, & 12 mois, une augmentation de 1’hémoglobine de 2,43 g/dl, des
plaquettes de 50900/mm’ et une diminution de la rate de 14,0 a 5,8 fois la normale (217). Les
résultats de la vélaglucérase n’étaient pas inferieurs a ceux de I’imiglucérase dans un étude
comparative (221). Le traitement par taliglucérase alfa aprés 9 mois de traitement permet lui
une augmentation de 2,2 g/dl d’hémoglobine, d'environ 40000 plaquettes/mm’ et une

diminution de 38% de la taille de la rate et 11,1% de la taille du foie (218).

Le traitement par réduction de substrat (SRT) a été suggéré par la découverte du fait que
certains iminosucres peuvent sélectivement inhiber (ou ralentir) la synthése de certains
glycosphingolipides. Le miglustat fut initialement développé comme inhibiteur de glucosidase
avec une activité anti-virale potentielle mais s'est aussi révélé capable d'inhiber de manicre
réversible la GlcCer synthase (222). Le miglustat permet une diminution du volume de la rate
de 19% et du foie de 12% apres 12 mois de traitement et de 30% et 18% a 36 mois (223, 224).
L’hémoglobine augmente de 1,3 g/dl et les plaquettes de 22000/mm’ aprés 36 mois de
traitement (224). Cependant, chez les patients passant de I’ERT vers le miglustat, on observe
une diminution de 1’hémoglobine de 0,95 g/dl et des plaquettes de 44100/mm> (225, 226).

L’¢liglustat, un autre type d'inhibiteur de la GCS, montre sur une étude de quatre ans une
augmentation du taux d’hémoglobine de 2,3 + 1,5 g/dl (initialement: 11,3 + 1,5 g/dl) et des
plaquettes de 95% (initialement: 68700 + 21200/mm?) (146, 227, 228). Les volumes de la rate
et du foie diminuent respectivement de 63% (initialement: 17,3 + 9,5 fois la normale) et 28%
(initialement: 1,7 £+ 0,4 fois la normale). La chitotriosidase et le CCL-18 diminuent de 82%.
L’atteinte osseuse s’améliore également avec une densité osseuse qui diminue au niveau
lombaire de 0,8 (60%) (initialement: -1,6 = 1,1). Les effets indésirables sont modérés. Par
rapport a I’imiglucérase, 1’¢liglustat a montré récemment une non-infériorité sur le maintien
des parametres hématologiques et sur le volume des organes, chez des patients traités par ERT

depuis au moins 3 ans, et randomisés pour 2/3 sous ¢éliglustat et 1/3 sous imiglucérase (229).
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5.5 Physiopathologie

5.5.1 Accumulation de substrat Le GlcCer fut découvert comme le lipide principal
s’accumulant dans la MG en 1934 (Aghion 1934) et stocké dans tous les tissus (230). Le
GlcCer s’accumule dans le foie et dans la rate au méme degré dans les trois types de MG, aux
environs de 30 a 40 mmol/kg dans la rate et, chez les patients de type 3 splénectomisés, de
24,1 £ 6,1 mmol/kg contre 9,9 £ 3 mmol/kg chez les non splénectomisés (231). La
glucosylsphingosine (GlcSph), la forme déacylée du GlcCer, qui est presque inexistante
normalement dans les tissus, est retrouvée a un niveau significatif dans le foie et la rate
surtout dans les types 2 et 3, plus faiblement dans le type 1 (231). La concentration en GlcSph
est anormalement ¢levée dans le cerveau des patients ayant une MG de type 2 ou 3, suggérant
un rdle potentiel pathogénique dans ces formes (232). La composition des acides gras du
GlcCer differe entre le GlcCer cérébral et du GlcCer des autres tissus, I’acide stéarique (C18:0)
prédominant dans celui du systétme nerveux (cerveau et cervelet) tandis que les acides
palmitique (C16:0) et docosanoique (C22:0) sont les plus abondants dans les tissus
périphériques (233). Le GlcCer est élevé également dans le plasma des patients de types 1 et 3
(234, 235). De méme, la concentration plasmatique de GlcSph est augmentée (236). Ce
lysosphingolipide serait formé a partir du GlcCer accumulé sous l'action de la céramidase
acide (237).

Malgré I’augmentation du GlcCer dans les tissues de la MG, cette élévation n’est pas
suffisamment importante pour expliquer une augmentation de volume des organes. En effet,
I’augmentation du volume hépatique (parfois jusqu’a 5 fois) et splénique (parfois jusqu’a 100
fois la normale) ne peut s’expliquer seulement par la surcharge en GlcCer qui représente

moins de 2% de la masse de ces organes (238).

Le processus pathologique de la MG prend naissance dans le lysosome. Les macromolécules
endogénes et exogenes, incluant les glycosphingolipides (et donc du GlcCer) sont délivrés au
lysosome par divers processus tels que 1’endocytose récepteur-médiée, la pinocytose, la
phagocytose, et I’autophagocytose. La majorité des protéines lysosomales elles-mémes sont
envoyées au lysosome via le récepteur mannose-6-phosphate tandis que la GCase est adressée
via la protéine LIMP2 (239). Le métabolisme phospholipidique est modifié dans des mode¢les
neuronaux de MG (240) et dans des modeles chimiquement induits de macrophages (241).
L’homéostasie du calcium est également perturbée dans des modéles neuronaux de MG ainsi

que dans le cerveau de patients ayant une MG de type 2 (242-245).



38

Le GlcCer accumulé va produire de nombreuses réponses cellulaires en particulier dans les
cellules de Gaucher, macrophages qui phagocytent des érythrocytes sénescents de la
circulation (246-248).

Les cellules de Gaucher sont des cellules dérivées de macrophages, engorgées de lipides, de
20 a 100 nm de diameétre, ayant un petit noyau habituellement excentré et un cytoplasme
caractéristique d’aspect feuilleté (249). Elles présentent a leur surface des marqueurs de
macrophages, d’activité phagocytaire (246, 250, 251). L’accumulation de GlcCer dans ce
macrophage conduit a des modifications fonctionnelles et phénotypiques (251). Ces cellules
seraient a considérer plutot comme des macrophages "alternativement activés" (200).

Les concentrations circulantes des cytokines suivantes sont élevées dans la MG : interleukine-
1B (IL-1p), interleukine-1 receptor antagonist, IL-6, tumor necrosis factor-a (TNF-a), et IL-2
receptor soluble (sIL-2R), CD14 and M-CSF (252, 253). Ces facteurs pourraient jouer un rdle
dans I’ostéopénie (IL-13, TNF-a, IL-6 et [L-10), I'activation de la coagulation (IL-1, TNF-a
et IL-6), les gammapathies (IL-6 and IL-10) et le myélome multiple.

Il a aussi été proposé¢ que la surcharge en GlcCer altére I'hématopoiese en inhibant la
prolifération et la différenciation des progéniteurs médullaires (254). Un article tres récent
montre que c'est en fait la GlcSph qui agirait comme molécule coupable, en jouant un rdle

essentiel dans la survenue des hémopathies malignes (255).

5.5.2 Repliement anormal de I’enzyme et stress du réticulum endoplasmique.

Des anomalies de I’enzyme mutée elle-méme pourraient jouer un role dans la pathogénie de la
MG. Les mutations faux sens conduisent a un repliement anormal dans le réticulum
endoplasmique (RE), a la source d'un stress du RE, puis a une dégradation prématurée par le
protéasome.

Le degré de rétention dans le RE et de dégradation enzymatique serait corrélé a la sévérité de
la maladie (83). L’activation de 1’"unfolded protein response" (UPR) et une réponse anti-
oxydante anormale sont retrouvées dans des fibroblastes de MG mais pas dans les cellules
stromales mésenchymateuses médullaires ou dans les neurones; ces mécanismes ne seraient
ainsi peut-&tre pas directement impliqués dans les processus neurodégénératifs au cours de la

MG de type 2 ou 3.

5.5.3 Mécanismes d’oxydoréduction
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La dysfonction de ces mécanismes pourrait jouer un réle dans la physiopathologie de la MG.
En effet, des marqueurs systémiques de stress oxydant comme la catalase sont augmentés
dans le sang des patients Gaucher (256). Les monocytes/macrophages de la MG sont activés
et montre une diminution de la génération d'ion superoxyde, en rapport avec la surcharge en
GlcCer, puisque ces dernieres anomalies peuvent étre reproduites par un surcharge en GlcCer
sur des monocytes normaux (257, 258). Dans des cultures de fibroblastes primaires de
patients Gaucher, le niveau d’espéces réactives oxygénées (ROS) et le contenu en protéines
carbonylées sont significativement augmentés par rapport a des fibroblastes contrdles,
suggérant que les cellules de le MG ont développé une réponse adaptative pour survivre a un
¢tat de stress oxydant chronique (259). Les cellules Gaucher sont aussi plus sensibles a
I’apoptose induite par le peroxyde d'hydrogéne, suggérant une dérégulation dans la réponse
adaptative au stress oxydant dans lequel APE1/Ref-1 joue un role central (259).

En effet, la quantit¢ de protéine APE1/Ref-1 dans le cytoplasme est significativement
augmentée dans les fibroblastes de MG par rapport aux controles, et ces cellules ne sont pas
capables d’augmenter I’expression de cette protéine apres utilisation d' H,O, (259). Les
augmentations de ROS et APE1/Ref-1 sont dues a I’accumulation de GlcCer, puisqu’elles
sont bloquées par le traitement des fibroblastes Gaucher par I’imiglucérase et reproduites par
le traitement au CBE (259). L’augmentation de ROS serait liée a I’activation de la NAD(P)H
oxydase. On notera cependant l'absence d’augmentation de la protéine APE1 dans les cellules

stromales mésenchymateuses médullaires (70).

5.5.4 Les troubles de I'homéostasie calcique
Des travaux menés chez le rat sur des modeles de MG neurologique induite par le CBE
montrent une augmentation de I’efflux du calcium libre des stocks du RE via le récepteur de
la ryanodine (RyaR), canaux majoritaires du RE, et ceci en réponse a la caféine, un agoniste
de ces récepteurs (242, 244, 260). Le GlcCer module ’activité du RyaR, en le rendant plus
sensible et en amplifiant le relargage de Ca®" en réponse a un agent neurotoxique, le
glutamate (242). Ce mécanisme augmente la sensibilité neuronale a la mort cellulaire induite
par le glutamate et pourrait contribuer ainsi a la perte neuronale dans la MG neuropathique.
De plus, la pré-incubation avec des antagonistes de la ryanodine bloque complétement les
effets toxiques de nombreuses neurotoxines, démontrant que le relargage de Ca** du RE via le
récepteur RyaR est responsable de la mort neuronale. La GlcSph module elle aussi la
libération du Ca®" mais sans impliquer le RyaR. D’autres lyso-glycosphingolipides comme la

galactosylsphingosine ou la lactosylsphingosine sont capables de moduler le relargage du
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Ca®" in vitro, mais & des niveaux 10 a 15 fois supérieurs a ceux retrouvés dans les tissus de
patients Gaucher (243).

Dans les tissus cérébraux humains de MG, le relargage de calcium via le récepteur RyaR est
plus important dans des microsomes de MG de type 2 que de type 3 ou 1 et semble corrélé au

niveau d’accumulation de GlcCer (244).

5.5.5 Autophagie

Des anomalies de 1’autophagie ont été décrites dans diverses maladies lysosomales, comme la
maladie de Niemann-Pick C, le déficit multiple en sulfatase, la maladie de Pompe, ou la
mucopolysaccharidose de type VI (261). L’examen anatomopathologique de cerveaux de
souris de MG objective la présence d’autophagosomes, impliquant 1’autophagie dans les
processus neurodégénératifs.

Des fibroblastes de patients déficitaires en saposine C montrent aussi une augmentation de
I’induction d’autophagie (262). Des souris portant a la fois la mutation V394L de la GCase et
un défaut en Sap-C (souris 4L, C*), utilisées comme modele de MG neuropathique, montrent
une accumulation dans les neurones et les astrocytes de p62/sequestosome 1 impliqués dans la
clairance autophagique de protéines ubiquitinylées, ainsi qu'une augmentation de matériel non

digéré dans des vésicules a I’intérieur des axones (263).

5.5.6 Réle du facteur de transcription EB (TFEB)
TFEB, facteur de transcription EB, est un régulateur clé dans la biogenese et les fonctions des
lysosomes. TFEB module les voies lysosomales en contrdlant I’expression des enzymes
lysosomales impliquées dans la dégradation des protéines, des glycosaminoglycanes, des
sphingolipides et du glycogéne (264). Il module aussi la clairance cellulaire en contrélant
I’autophagie et I’exocytose lysosomale (265, 266). Dans des fibroblastes de patients Gaucher
homozygotes pour la mutation L444P, 1’activation de TFEB permet de restaurer le repliement
et I'adressage de la GCase au lysosome et augmente ainsi son activité enzymatique (267). La
principale réponse transcriptionnelle dans le fibroblaste MG est 1’activation du réseau
CLEAR, composé de diverses fonctions associées au lysosome et modulées par TFEB, en

particulier LIMP2 (267).

5.5.7 La voie du récepteur interagissant avec la protéine kinase-3
Une forme de nécrose programmeée appelée nécroptose dépend des sérine-thréonine protéines

kinases RIPK1 et RIPK3. La nécroptose peut étre déclenchée par I’activation des récepteurs
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au TNF ou Toll-like (TLR), en réponse au stress génotoxique ou au cours d'infections virales.
Le clivage de ces kinases par la caspase-8 prévient la nécroptose et est alors associé¢ a de
I’apoptose. Quand la caspase-8 est inactive, RIPK1 et RIPK3 ne sont pas clivées et engagent
les mécanismes effecteurs de la nécroptose. L'association de la caspase-8 a 1'isoforme longue
de c-FLIP (et a FADD) inhibe la nécroptose, tandis que son association avec c-FLIP court la
favorise. Deux modéles murins de MG ont révélé des taux élevés de c-FLIP court dans le
cerveau, expliquant I’absence d’activité caspase-8. Il a aussi été retrouvé une ¢lévation du c-
FLIP long. Ripkl et Ripk3 sont augmentés dans le cerveau des souris Gaucher (268). Le taux
de RIPK1 a également été retrouvé élevé dans le cerveau d’un patient ayant une MG de type 2.
Dans le cerveau de souris Ripk3+/- et traitées par CBE, c-Flip court est augmenté et les
animaux présentent des manifestations typiques de MG avec perte de poids et perte de la
coordination motrice, tandis que les souris Ripk3-/- avec CBE sont considérablement
améliorées avec une augmentation de la survie de plus de 100 jours et une amélioration des
signes neurologiques. La voie RIPK3 serait impliquée dans la neuro-inflammation. L’atteinte
hépatique est aussi améliorée dans les souris Ripk3-/- traitées par CBE, avec moins de cellules
de Kupffer CD68+ et une diminution des ALAT (268). Le ratio poids de la rate/poids corporel
¢tait également amélioré. Les RIP Kinases semblent donc directement impliquées dans la

cascade des événements physiopathologiques des formes séveres de la MG.

6. Glucosylcéramide et cancer

6.1 Glucosylcéramide synthase et cancer

Il y a vingt ans, le groupe de Cabot montrait une augmentation du contenu en GlcCer dans
diverses lignées des cellules chimio-résistantes (cellules de cancer mammaire MCF-7-AdrR,
KB-V-1, carcinome ¢épidermoide résistant a la vinblastine, NIH:OVCAR-3, un
adénocarcinome ovarien) (269). Dans ces cellules au phénotype multi-résistant (MRD), une
altération du métabolisme du GlcCer est suggérée, en particulier une synthese accélérée, car la
dégradation du GlcCer n’est pas altérée. Une augmentation similaire des taux de GlcCer est
documentée dans des échantillons de tumeurs (270). Le tamoxiféne, le vérapamil, ou la
cyclosporine A, des agents qui réversent le phénotype MDR, sont capables de réduire le
contenu en GlcCer. L’inhibition de la synthése de GlcCer par le tamoxiféne est corrélée a sa
capacité a sensibiliser les cellules MDR a la chimiothérapie, comme le fait le PPMP (1-
phényl-2-palmitoylamino-3-morpholino-1-propanol), un inhibiteur de la GCS (271). Liu et al.

montrent que la surexpression de la GCS (activité x11), dans les cellules de cancer du sein
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MCF-7  induit un importante résistance a ’adriamycine et au céramide par rapport aux
cellules témoins (272). La surexpression de la GCS dans certaines cellules de cancer
mammaire comme MCF-7, de cancer du poumon A549 ou des cellules leucémiques HL-60,
confére une résistance a la doxorubicine, au TNFa, a la daunorubicine, et au C6-céramide
(272-275). De mani¢re analogue, plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (sein, ovaire, colon,
cervical, leucémie) multi-résistantes montrent une surexpression de la GCS, 2 a 4 fois plus
que dans les cellules sensibles (232, 234-241). Inversement, le "silencing" de la GCS par
siRNA ou par des oligonucléotides anti-sens, ou son inhibition par le PDMP ou le Genz-
123346, rétablit la sensibilité a des cellules cancéreuses résistantes a diverses chimiothérapies
(276, 277).

Chez l'animal, l'administration d'un iminosucre (la N-butyl-déoxynojirimycine, NB-DNJ),
inhibiteur de la GCS, retarde le développement d’une tumeur de cellules de mélanome MEB4
(278). De plus, un autre iminosucre OGT2378 inhibe la croissance tumorale orthotopique
dans un modele de souris syngénique sans effet cytotoxique ou prolifératif in vitro (279).
Dans un modele de xénogreffe de tumeurs MDR, générée par l’inoculation de cellules
NCI/ADR-RES a des souris athymiques, I'extinction de la GCS diminue significativement la
croissance tumorale et augmente la sensibilit¢ de ces tumeurs a la doxorubicine (280).
Cependant, cette résistance induite par la GCS est dépendante du type cellulaire car certaines
cellules, comme par exemple, la lignée Jurkat ou le mélanome GM95, ne sont pas

sensibilisées a la doxorubicine ou au CD95 par la surexpression de la GCS (281, 282).

Chez les patients, I’augmentation de 1’expression de la GCS serait un indicateur de mauvais
pronostic dans les cancers du sein, des voies urinaires, des ovaires ou des leucémies (283,
284). Dans les tumeurs mammaires, 1’analyse de microarrays sur une large cohorte de 1681
tumeurs, montre que 1’expression de la GCS est associée a au statut suivant: positivité du
récepteur aux oestrogenes, faible grade histologique, faible niveau de Ki67 et négativité de
ErbB2 (285). Une autre étude montre que la GCS est surexprimée dans les cancers du sein
métastatiques en comparaison aux non-métastatiques ainsi que dans les cancers du sein
positifs pour les récepteurs aux cestrogénes (283). L’expression de la GCS est aussi tres
associée a HER2 dans les cancers du sein négatifs pour les récepteurs aux cestrogeénes. Dans le
cancer de la vessie (75 échantillons), la surexpression de la GCS en immunohistochimie est
associée a la présence de ganglions lymphatiques métastatiques. La survie totale moyenne a 5
ans et la survie sans progression sont respectivement de 60,3 et 36,2 mois dans le groupe

exprimant faiblement la GCS contre 45,1 et 27,3 mois dans le groupe exprimant fortement la
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GCS (284). Dans les leucémies (65 patients incluant 22 cas de leucémie aigué myéloide, 18
cas de leucémie aigué lymphoide, 25 cas de leucémie myéloide chronique), la GCS détectée
par RT-PCR est surexprimée dans le groupe chimio-résistant comparé au groupe chimio-
sensible mais aussi MDR1 et Bcl2 (286). Dans le cancer du rein (49 tumeurs), ’analyse en
microarray montre qu’un sous-groupe de génes comprenant la GCS est surexprimé avec une

signature génique de « type métastatique » (287).

Les mécanismes de la chimio-résistance liée a la GCS ne sont pas bien connus. Les agents
produisant de grandes quantités de céramide endogene ou le céramide a courte chaine (C6)
sont capables d’augmenter l'expression et I’activit¢ de la GCS (288, 289). De plus, la
chimiothérapie par doxorubicine active la transcription de la GCS via le facteur Spl (290,

291).

La surexpression de la P-glycoprotéine (P-gp) confére une résistance a de nombreuses
chimiothérapies comme les vinca alcaloides, les anthracyclines, 1’épipodophyllotoxine et le
taxol (292). P-gp est un transporter de la famille ABC (ABCB1) de 170 kDa codé par le géne
humain MDRI. C'est une protéine transmembranaire, exprimée physiologiquement dans de
nombreux tissus, qui fonctionne comme une pompe €nergie-dépendante pour exporter divers
agents cytotoxiques hydrophobes (293). Du céramide (C8-céramide) ou du GlcCer (C8-
GlcCer) a chaine courte est capable d’augmenter le niveau d’ARNm de MDRI1 et aussi
I’expression de la P-gp (293). La co-administration d’un inhibiteur de la GCS et de C6-
céramide peut complétement bloquer l'expression de MDRI1 suggérant que le GlcCer
(synthétisé a partir du céramide) pourrait participer a I’up-régulation de I’expression du geéne
MDRI1 (293). Dans certaines lignées cancéreuses (carcinome épidermoide humain, cancer du
sein, leucémies et mélanomes), le contenu en GlcCer augmente de manicre concomitante a la
chimio-résistance, et les taux d'ARNm de la GCS, et des protéines GCS et P-gp augmentent
parallelement. L’activité de la GCS est 15 fois plus élevée dans la lignée de cancer du sein
résistante (MCF7-AdrR) que dans la lignée sensible (294). Il a été montré que le "silencing"
de la GCS réprime I’expression de MDR1 et que la transfection de 'ADNc de la GCS dans
une lignée de cellules cancéreuses ovariennes (OVCAR-8) exprimant faiblement la GCS et P-
gp augmente I’expression de MDRI et I’activit¢ d'efflux de P-gp par la voie cScr et p-
caténine (280). Ainsi, la surexpression de la GCS produirait de grandes quantités de GlcCer
durant le stress de la chimiothérapie, conduisant ensuite a une augmentation des
glycosphingolipides de la série globo (Gb3, GbS5, MSGbS) dans les microdomaines. Cela

activerait la kinase cSrc, entrainant la déphosphorylation de la -caténine et sa localisation
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nucléaire (280). L’activation de la $-caténine augmente 1’expression de la P-gp (295). Dans le
noyau, en présence du facteur Tcf4, un membre de la famille des T-cell factor/lymphoid
enhancer factor, la B-caténine pourrait se lier au promoteur de MDRI et stimuler son
expression. En effet, MDR1 a ét¢ identifié comme une cible génique directe du complexe

Tct4/B-caténine (296).

6.2 Glucosylcéramidases et cancer

6.2.1 Glucosylcéramidase lysosomale et cancer

Depuis une trentaine d’années, I’association entre maladie de Gaucher et cancer est
rapportée. En effet, I’apparition de maladies hématologiques en particulier des lymphopathies
B et les cancers plasmocytaires comme le myélome multiple (MM), les leucémies aigués ou
chroniques, ou encore la maladie de Hodgkin, a été décrite au cours de la maladie de Gaucher,
initialement dans des cas cliniques isolés puis dans de courtes séries (297-302). En 1982, un
lien causal entre ’accumulation de GlcCer et les cancers est postulé. Lee et al. retrouvent
plusieurs tumeurs chez 239 patients ayant une MG (303). Les gammapathies polyclonales
avec hypergammaglobulinémie mais aussi les gammapathies de signification indéterminée
(MGUS) sont retrouvées dans 41 et 19% des patients, respectivement (304, 305). La MGUS
est une état pré-cancéreux prédisposant au MM avec une risque de transformation de 1% par
an dans la population générale (306). L’enzymothérapie pourrait étre bénéfique dans la
survenue et la sévérité des gammapathies dans la MG (305). Cinq cohortes ont étudié les
risques de cancer chez les patients Gaucher comparés a une population controle. La premiére
¢tude en 1993 montrait une augmentation du risque de cancer de 3,6 dans une population de
48 patients et un risque multiplié par 14,7 d’avoir un cancer hématologique (307). Etudiant
I’incidence des cancers chez 2742 patients Gaucher du registre international (92% de type 1,
80% recevant une ERT), Rosenbloom et al. ont retrouvé un risque relatif de 5,9 de développer
un MM et pas d’augmentation des autres cancers par rapport a 1’incidence attendue dans la
population des USA (308). Cependant, 1’dge des patients dans le registre international était
inférieur a 55 ans pour 84,8 % des patients. En 2005, Zimran et al. étudient chez 505 patients
Gaucher de type 1 d’un seul centre, le diagnostic de cancer en comparaison avec la population
appariée par age du registre national israélien du cancer. Environ 4% des patients ont
développé un cancer (principalement des lymphomes, syndrome my¢lodysplasique et MM)
sans différence statistique avec les registres nationaux israéliens. En 2006, De Fost et al.

rapportent les résultats d’une étude dans la population de patients Gaucher d’Europe de
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I’Ouest (309). Ils retrouvent 14 cancers chez 131 patients Gaucher (63 des Pays-Bas et 68
d’Allemagne). Par rapport a la population générale, ces auteurs retrouvent une augmentation
du risque de tout type de cancer de 2,5, pour les cancers hématologiques de 12,7, et en
particulier de MM de 51,1 , et pour le carcinome hépatocellulaire (HCC) de 141,3 (309). Le
rapport standardisé de mortalité (calculé comme le ratio des cas observés sur les nombres
attendus) pour I’'HCC est statistiquement de 101,4 mais pas pour les autres cancers en
particulier des hémopathies ou le myélome. De plus, 'HCC apparait en absence d’une
cirrhose préexistante. Les MGUS étaient aussi augmentés a 12,6% comparativement a la
prévalence de 1-2% dans la population générale. Il n’¢était pas retrouvé de différence d’activité
de la maladie, de statut splénique ou de génotype chez les patients avec ou sans cancer (309).
L’¢étude de Landgren et al. rapporte un risque élevé pour les lymphomes non hodgkinien
(risque relatif de 2,54), pour les mélanomes malins (3,07) et le cancer du pancréas (2,37) chez
1525 patients classés comme Gaucher dans une population de vétérans américains (310).
Cependant, la validité de ces résultats est contestable du fait de la méthodologie utilisée, la
MG ayant été définie par 1’utilisation de 1’International Classification of Diseases (ICD-8 et
ICD-9CM) avec les codes 272.2 et 272,2 qui incluent des maladies de surcharge lipidique
autres que la MG comme les maladies de Niemann-Pick et de Fabry (311). Enfin, la cohorte
de Taddei et al. d’une population de 367 patients Gaucher, dont 54% de sujets homozygotes
pour la mutation N370S, avec des racines juives Ashkenazes dans 90%, retrouve un risque
relatif de 1,8 de développer un cancer, de 3,45 de développer une hémopathie, et en particulier
de 25 un MM (312). Il y a aussi un risque augmenté de cancers du sein (1,84) et de mélanome
(2,26) (312).

Une analyse combinée des résultats de trois études de cohortes monocentriques (Zimran, de
Fost et Taddei) montre un risque relatif de 1,7 de cancer en général et un risque relatif estimé
entre 25 et 51,1 de MM et entre 3,5 et 12,7 pour les autres cancers hématologiques
(lymphome non-Hodgkinien, maladie de Hodgkin, leucémie aigué myéloide, leucémie aigué
lymphoide, syndrome myélodysplasique) (313).

Les autres cancers retrouvés chez les patients Gaucher étaient : cancer du sein, du colon, du
poumon, mélanome, carcinome épidermoide, cancer de la thyroide, du pancréas, gliome,
astrocytome, glioblastome, cancer du rein, cancer gastrique, carcinome de vessie, carcinome
du nasopharynx, carcinome laryngé, cancer de la lévre, du col, du testicule, dysgerminome,
ostéoblastome et sarcome (313).

La physiopathologie du cancer dans la MG reste méconnue. Deux grands types de

mécanismes de la cancérogenése dans la MG peuvent étre évoqués. D’un c6té, c’est le
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microenvironnement dans la MG qui pourrait étre responsable du développement tumoral. De
I’autre, c’est le déficit enzymatique et I’accumulation de GlcCer qui seraient directement a
I’origine de la cancérogenése. Pour le moment, aucune étude n’a véritablement testé ces deux
hypothéses dans des modeles cellulaires ou animaux. Quelles sont les données disponibles
actuellement?

- un microenvironnement favorable au développement tumoral

Certains auteurs attribuent un role important a la dérégulation immunitaire observée dans la
MG (314). En effet, le catabolisme des macromolécules dans les lysosomes est crucial pour la
fonction correcte du systéme immunitaire, comme le soulignent les altérations immunes dans
diverses maladies lysosomales (315). Divers acteurs dans le microenvironnement pourraient
étre impliqués comme les cytokines, les lymphocytes T CD8, les lymphocytes T CD4
régulateurs, les cellules NK, les NKT, les macrophages associés aux tumeurs (TAM), les

cellules dendritiques, et les "myeloid-derived suppressor cells" (MDSC).

Chez les patients Gaucher, les taux plasmatiques de certaines cytokines et chimiokines sont
¢levés : IL-1p, interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra), sIL-2R, IL-6, IL-10, IL-8, IL-18,
TNF-a, M-CSF, sCD14, pulmonary and activation-regulated chemokine (PARC, ou CCL-18)
(252, 253, 305, 316-319). Cependant, les cytokines IL-6, TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-13, IL-
17, G-CSF, GM-CSF, IFNy, IL-1a, IL-2R, IL-3, IL-12p40, IFNa2, LIF, MCP3, M-CSF,
SDFla, et BNGF peuvent aussi étre retrouvées a des taux normaux (253, 305, 318, 319). Les
patients Gaucher montrent une réponse anormale des lymphocytes T et une diminution de
cellules "natural killer" (NK) (319, 320). Les lymphocytes T yd82 sont aussi réduits avec une
production normale d’IFNy apres stimulation (319). De plus, chez ces patients il y a une
augmentation importante des T CD4+ mémoire et une diminution des cellules dendritiques
my¢loides et plasmocytoides (319, 321). La réduction du pourcentage de cellules dendritiques
plasmocytoides, produisant de I’IFN par stimulation du TLR9, est corrigée apres
enzymothérapie (319). Les cellules dendritiques dérivant des monocytes de patients Gaucher,
obtenues en culture, ne montrent cependant pas de défauts phénotypiques ou fonctionnels
(321).

Les cellules NKT invariables (iNKT) participant a I’immuno-surveillance anti-cancéreuse
pourraient étre impliquées. Les iNKT sont un sous-groupe de lymphocytes T of3, ayant une
chaine alpha du TCR invariable, qui reconnait les lipides antigéniques liés a la molécule

CDId non polymorphique. Plusieurs glycosphingolipides naturels, comme l'o-
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galactosylceramide (a-GalCer), l'isoglobotrihexosylcéramide (iGb3) ou des antigénes
glycolipidiques de certaines bactéries ont été identifiés comme de potentiels antigénes pour
les iNKT. Récemment, il a ét¢é montré que le GlcCer endogene fournit un signal majeur au
TCR des iNKT (322). L'extinction de la GCS, réduisant la synthése de GlcCer, résulte en une
moindre réactivité et une plus faible réponse des iNKT a des cellules dendritiques dérivées de
la moelle osseuse, en présence de lipopolysaccharide (LPS) ou de bactéries entiéres. D'autre
part, le silencing de BAGALT®6, I’enzyme impliquée dans la conversion du GlcCer en LacCer,
augmente 1’auto-réactivité et la réponse des iNKT au LPS et a certaines bactéries (322).

On reconnait actuellement un sous-type de cellules NKT, les cellules NKT de type II, qui
contrairement aux NKT de type I, n’ont pas une chaine invariante et ne reconnaissent pas ’o.-
GalCer. Une étude récente a montré dans un modele de souris Gaucher (fond génétique
C57B/6) que les cellules NKT de type 11, dirigées contre le GlcCer C22:0 et la GlcSph, étaient
présentes dans la rate avec une diminution importante des NKT de type I (323). Il y aurait
donc une altération de la balance NKT type I/type II. De plus, cette étude retrouve dans une
population de 20 patients Gaucher, que les NKT dirigées contre le GlcCer C22:0 et la GlcSph
affichent un phénotype mémoire avec CD45RO+ et phénotype T follicular helper (H)
compatible avec une activation persistante in vivo (255). Les NKT dirigées contre la GlcSph
étaient augmentées chez les patients Gaucher comparativement aux témoins tandis que les
NKT de type I n'étaient pas affectées. Les NKT dirigées contre la GlcSph étaient corrélées a
la chitotriosidase, signe d’activité de la MG, tandis que les NKT dirigées contre la GlcCer ou
les NKT de type I n’étaient pas corrélées a la chitotriosidase. De plus, les NKT dirigées contre
la GleSph étaient particuliérement augmentées chez les patients MG n’ayant pas été traités par

enzymothérapie, ces cellules diminuant aprés traitement.

En outre, les molécules de CD1d sont dérégulées dans la MG. En effet, dans les monocytes
des patients Gaucher existe une up-régulation de CD1d et des molécules du CMH de classe 11
(324). De méme, une up-régulation de CD1d s'observe dans des cellules mononucléées
sanguines de sujets sains ou la lignée monocytaire THP-1 traitées avec du CBE (324). Les
cellules THP-1 exprimant fortement le CDI1d (traitées par l'acide rétinoique pour les
différencier en macrophages) sont plus stimulantes pour les lymphocytes T CD4+ que les
CD8+ en co-culture (325). Le faible nombre de lymphocytes T CD4+ sanguins dans la MG
pourrait étre expliqué par un épuisement progressif et une perte des CD4+ secondaire a leur

activation chronique par les macrophages/monocytes chargés de lipides (325).
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Comme évoqué précédemment, les cellules Gaucher affichent un phénotype de macrophages
alternativement activés qui n’expriment pas le TNF-a, MCP1, IL-12p40 mais expriment
CD163, CCL18, CD36, SIRPa, et la chitotriosidase et de maniére hétérogéne IL-6 et ILI-RA
(251).

La dérégulation immunitaire dans la MG pourrait aussi étre en rapport avec les cellules de la
moelle osseuse. Les cellules stromales mésenchymateuses (MSC) d’un patient Gaucher
(mutation N370S/L444P) accumulent du GlcCer et ont une production élevée d’IL-8, CCL2 et
prostaglandines E2 (70). Des cellules MSC normales traitées par CBE montrent aussi une up-
régulation des genes impliqués dans la protéolyse, la réponse inflammatoire (comme le
CCL2), ’homéostasie lipidique, le squelette d’actine et d’autres genes codant pour des
protéines lysosomales; en paralléle, des génes impliqués dans les processus de biosynthése
des phosphoinositides, de ’ubiquitinylation et de réponses transcriptionnelles sont sous-
exprimés (70).

Les modeles animaux de MG présentent également une dysfonction du systéme immunitaire.

+/+ . . .
LAMPILA4P Joco™ montre une inflammation dans le foie, la

Le mod¢le de souris Gaucher Gba
rate et les poumons sans accumulation de GlcCer (193). De plus, ’ARNm du TNF est 3 fois
plus abondant dans le foie des souris mutantes que dans les souris controles, celui de 'IL-1f 4
fois plus ¢élevé dans les ganglions, et les IgG sériques sont élevées (193). Dans un autre
modele de MG (D409V/null), est rapportée une augmentation des macrophages et des cellules
dendritiques dans le foie, la rate et les poumons avec une augmentation des molécules de co-
stimulation (CD40, CD80, CD86, MHC-II). Les lymphocytes T CD4+ sont aussi élevés dans
le foie, la rate et les poumons mais pas dans la moelle osseuse (326). Dans ce modele, les
cytokines suivantes sont augmentées: IFNy, IL-12p40, TNF-a, IL-17A/F, IL-6, TGFf, tandis
que le taux d'IL-4 est normal. Les polynucléaires sont ¢galement augmentés dans le foie, la
rate et la moelle osseuse probablement en rapport avec 1’augmentation d’IL-17 et des
chimiokines CXCL1 et CXCL2. Toujours dans ce modele, 1’analyse transcriptomique a
montré que les geénes dont l'expression est altérée sont impliqués dans 1’activation
macrophagique et la réponse immunitaire. La relation directe entre la quantité de GlcCer
tissulaire et les altérations du profil d’expression génique indiquerait une implication de
réseaux pro-inflammatoires régulés par I'I[FNy et anti-inflammatoires régulés par 1'lL-4 selon
la progression de la maladie (327).

La sécrétion d’IL-10 est aussi réduite dans les macrophages de souris du modéle

L444P/L444P ou celui induit par le CBE, apres activation par IFNy/LPS (328). De méme,
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dans un modele conditionnel (inactivation de Gba dans les cellules souches hématopoiétiques
et mésenchymateuses), existe une dysfonction profonde et spécifique d’organe des cellules
immunitaires touchant principalement le thymus avec une maturation de lymphocytes T
anormale, un recrutement aberrant des lymphocytes B, une présentation antigénique
augmentée et une maturation anormale des thymocytes (329). Récemment dans un modele
murin de MG (modele conditionnel avec un déficit dans les cellules hématopoiétiques), il a
¢été¢ noté une augmentation des lymphomes B diffus a grandes cellules (11/21) par rapport au
groupe contrdle (2/8) (330). Cependant, dans ce modéle les tumeurs hématologiques sont
fréquentes chez les souris agées avec ce fond génétique et d'autres tumeurs lymphoides non B
non T apparaissent dans les deux ans dans le groupe controle, correspondant a I’apparition de
50% de cancers dans le groupe témoin contre 52,4 % dans le groupe Gaucher (330). De
manicre plutdt surprenante, dans le groupe des souris ayant un lymphome, les animaux avec
de grosses tumeurs ont moins de GlcCer et moins de GleSph que le sous-groupe avec de
petites tumeurs (330). Dans ce méme modele, plus récemment, le traitement des souris avec
de I’¢liglustat pendant 3 & 10 mois a partir de 1'dge de 6 semaines, diminue la protéine
monoclonale et la lymphoprolifération. Dans le groupe traité, il n’est pas retrouvé de
plasmocytome ou de lymphome, tandis qu’il est retrouvé un lymphome dans 14 cas sur 60 et

une protéine monoclonale dans 18 cas sur 44 chez les souris Gaucher non traitées (331).

- le trouble métabolique directement a ['origine des néoplasies

Dans la seconde hypothése, la cancérogenése pourrait étre en rapport direct avec
I’accumulation de sphingolipides comme le GlcCer et/ou a une diminution des taux de
céramide, résultant dans un déséquilibre en faveur de la prolifération cellulaire. En effet,
comme décrit plus haut, une ¢élévation du GlcCer s'observe dans diverses lignées résistantes
(269). Le GlcCer stimule la prolifération au niveau de 1'épiderme murin (332). La
prolifération de cellules MDCK augmente apres traitement par du CBE (333). Par ailleurs, le
GlcCer et le LacCer sont augmentés dans la polykystose rénale humaine autosomique
dominante (PKD) et dans un modéle murin de PKD (334). L’ajout de LacCer ou de GlcCer
peut également augmenter la prolifération de cellules du tubule proximal (335). Une autre
¢tude montre que le GlcCer et le GM3 mais pas le céramide sont augmentés dans la PKD
humaine et dans le modéle murin de PKD (334). La déplétion en GlcCer et GM3 dans les
cellules épithéliales rénales de rat par un inhibiteur de GCS ou par un siRNA ciblant la GCS
retarde la progression du cycle cellulaire in vitro et bloque la prolifération in vivo dans les

modeles de PKD (334). De plus, le CBE a 1 uM pendant 24h dans les cellules MCF7 et
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MCF7R (MCF7 résistantes a I’adriamycine) est capable de diminuer la cytotoxicité de la
daunorubicine (336). Un test de criblage par ARN interférence pour identifier les geénes
influengant la sensibilit¢ de divers cellules cancéreuses aux agents chimiothérapeutiques, a
permis de montrer que le silencing de la GBA1 favorise la résistance au paclitaxel dans trois
lignées cellulaires (A549, MDA-MB-231, HCT-116) (337). Le siRNA contre la GBA1
prévient la décroissance d’Akt phosphorylée induite par le paclitaxel, favorisant la survie
cellulaire (337).

Le GlcCer exogene est aussi capable de bloquer 1’assemblage de la NADPH oxydase 2 en
réponse a des chimiothérapies dans certaines cellules cancéreuses (glioblastome et
neuroblastome) (338). Les NADPH oxydases sont des oxydoréductases qui jouent un rdle
important dans et les voies de signalisation de la mort cellulaire impliquant des phénomeénes

d’oxydoréduction.

La GBA1 semble jouer un réle majeur dans la formation de céramide par la voie de
"sauvetage" (ou de "recyclage") de la sphingosine. En effet, le céramide provenant de
I’hydrolyse du GlcCer par la GCase lysosomale peut étre converti en sphingosine dans le
lysosome par la céramidase acide; ensuite, la sphingosine peut quitter le lysosome et étre
recyclée pour former du céramide par I’action de céramide synthases. Des cellules de cancer
du sein traitées avec un puissant activateur de protéine kinase C (PKC), le phorbol 12-
myristate 13-acétate (PMA), renferment moins de GlcCer et plus de céramide (principalement
C16:0) (339). Le siRNA de la GBA1 diminue de 50% la formation de céramide induite par le
PMA et bloque la dégradation de GlcCer et la formation de sphingosine (339). Les autres
50% de céramide proviendraient de l'action de la sphingomyélinase acide. Inversement, la
surexpression de la GBA1 augmente le niveau de céramide. La voie de sauvetage du céramide
est lié¢e a Dlactivation de la PKCO, qui stimulerait la dégradation du GlcCer et de
sphingomy¢line. L’apoptose des cellules cancéreuses induite par les agents chimio-
thérapeutiques comme 1’étoposide ou le paclitaxel, implique I’activation de la PKCd
conduisant a la formation précoce et transitoire du céramide par la synthése de novo mais
aussi une formation tardive et soutenue de céramide par la sphingomyélinase acide (340).
Sachant que la PKCO favorise la formation de céramide dépendante de GBAI, la GBA1
pourrait contribuer a I’apoptose induite par les agents chimothérapeutiques et médiée par le

céramide (339).
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Des siRNA dirigés contre GBA1, mais pas contre GBA2, augmentent la production d’IL-6
dans les cellules MCF-7 sous l'effet du PMA. Le siRNA de GBA1 de méme que I’inhibition
pharmacologique par CBE favorisent la phosphorylation de p38 MAPK aprés traitement par
PMA (341). Le silencing de la MAPK p38d atténue significativement 1’hyperproduction d’IL-
6 dans des MCF-7 traitées par le siRNA contre GBA1 et par PMA (341). Réciproquement, la
surexpression de la MAPK p38d active la synthése d’IL-6.

En résumé, la GBAI1 pourrait jouer un rdle clé dans la cellule cancéreuse elle-méme en

modulant 1'état de prolifération, la production de cytokines et la chimiosensibilité.

Une autre hypothéese sur le lien entre cancer et MG fait intervenir 1’a-synucléine. En effet, les
mutations de la GBAL1 constituent le risque le plus important pour le développement de la
maladie de Parkinson, dans laquelle I’a-synucléine est impliquée. De plus, il y a une
association ¢épidémiologique entre la maladie de Parkinson et le mélanome (342).
L’expression de I’a-synucléine est retrouvée aussi dans une variété de tumeurs cérébrales et
divers cancers comme ceux de ’ovaire, du sein, du colon et le mélanome. La croissance de
cellules de mélanome B16 et d’adénocarcinome glandulaire mammaire (E0771) est
augmentée dans des souris transgéniques exprimant la forme A53T de I'a-synucléine humaine
(343, 344). L’a-synucléine est détectée dans des tumeurs B16 développées chez ces souris
mais pas dans les tumeurs développées chez des souris contrdles. L’a-synucléine purifiée
exogene peut étre captée par les cellules tumorales (mélanome, cancer du poumon, et
adénocarcinome mammaire). De plus, la surexpression de I’a-synucléine dans le mélanome

B16 et dans I’adénocarcinome du sein favorise aussi la prolifération (344).

En cas de mutations de GBAI1, les processus d’ERAD pourraient aussi participer a la
survenue de cancers, la GCase retenue dans le RE pouvant occuper les E3 ubiquitine ligases,
les détournant de leur role dans la dégradation d’oncoprotéines qui, a leur tour,

s’accumuleraient (82).

Enfin, l'intervention de geénes modificateurs a été proposée pour expliquer les extraordinaires
variations phénotypiques dans la MG (345). En effet, parmi les patients ayant le méme
génotype de la GBA1, une importante variabilité dans la sévérité de l'atteinte clinique existe

au sein méme d'une fratrie voire chez des jumeaux monozygotes (346-348). Récemment,
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certains génes ont été décrits comme candidats de genes modificateurs dans la MG. Ces

modificateurs génétiques pourraient aussi participer a I’émergence de cancers dans la MG.

6.2.2 Glucosylcéramidase non lysosomale et cancer
L’¢étude de la GBA2 dans le mélanome montre que diverses lignées de mélanome ont de
faible quantité d’ARNm de GBA2 comparées a des cellules normales (349). L’activit¢ GBA2
est également plus basse dans les mélanomes que dans les mélanocytes. L’induction
d’expression de GBA2 dans les cellules de mélanome (A375) conduit a I’augmentation de la
dégradation du GlcCer (diminution de 78%) et a la formation de céramide (C16 et C24). Cela
résulte dans I’inhibition de la prolifération des cellules de mélanome in vitro, mais également
in vivo, une inhibition de la croissance de 40% lorsqu’elles sont injectées en sous-cutanée a
des souris nude (de 40%) (349). L’expression de GBA2 active un stress du RE conduisant a

I’apoptose des cellules de mélanome (349).

6.2.3 La protéine apparentée a Klotho et cancer
L’analyse du géne Klotho chez trois patients avec un cancer du rein montre un taux faible
d’ARNm de Klotho dans la tumeur ainsi qu’autour de la tumeur, de la méme facon qu’un
autre klotho gene like, appelée protéine p-glucosidase-like 1 cytosolique (¢cBGL1) (350). Par
ailleurs, le silencing de GBA3 dans des cellules de carcinome colique humain (HCT-116)
favorise la résistance au paclitaxel et atténue 1’arrét mitotique (337). Dans le contexte de la
métaplasie intestinale (IM), un état précurseur des tumeurs digestives, une analyse du profil
d’expression génique de lésions métaplasiques de patients a retrouvé une up-régulation de

GBA3 parmi les 25 génes significativement surexprimés (351).
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1. Objectif général de la thése

La maladie de Gaucher est la sphingolipidose la plus fréquente. Elle est associée sur le plan
épidémiologique a une augmentation du risque de cancers, dont le mélanome. La MG
s’accompagne d’un stockage des sphingolipides, le glucosylcéramide et la glucosyls-
phingosine, principalement dans les organes hématopoiétiques. Les sphingolipides sont des
effecteurs bioactifs impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires dont la prolifération et
I’apoptose. Nous formulons 1’hypothése que I’augmentation du GlcCer et/ou le déséquilibre
Céramide/GlcCer produit par le déficit en GCase pourrait contribuer au développement
tumoral. Dans 1’état actuel des connaissances, les mécanismes responsables de la
surreprésentation des cancers dans la maladie de Gaucher restent inconnus. On ignore si c’est
I’exces de GlcCer dans la cellule cancéreuse qui intervient dans la physiopathologie ou bien
les modifications du microenvironnement tumoral dans la maladie de Gaucher. L’objectif de
la these est donc de mieux préciser les liens physiopathologiques entre la maladie de Gaucher
et le développement des cancers et en particulier du mélanome. Dans une approche in vitro,
nous avons ¢évalué le comportement des cellules de mélanomes que 1’on a rendues déficitaires
en GBAI et dans une approche in vivo, nous avons évalué¢ le comportement de cellules de
mélanomes implantées dans des souris Gaucher par rapport a celles implantées dans des

souris controles.

2 MATERIELS ET METHODES

2.1 Cellules

Les cellules de mélanome murin B16F10 (issues de souris C57BL/6) proviennent de I’ATCC
(American Type Culture Collection). Elles ont été cultivées a 37°C dans une atmosphére a 5%
de CO; en milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Life Technologies)
contenant 10% de sérum de veau foetal.

Les cellules de mélanome humain A375 proviennent aussi de I’ATCC et ont été cultivées

comme les cellules B16.

2.2 Transfection des shRNA

La lignée A375 a été transfectée de fagon stable par des shRNA dirigés contre GBA1 humain
(Mission shNRA NM-000157/TRCN0000029298, Sigma-Aldrich), clonés dans le plasmide
pLKO-1 permettant une sélection stable a l'aide de la puromycine. Les cellules ont été

ensemencées en plaques de 6 puits et a 90% de confluence, puis transfectées par la méthode
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aux liposomes (Lipofectamine 2000, Invitrogen). Le plasmide (4 ug) a été¢ mis en présence de
10 ul d’agent de transfection pendant 20 mn puis le mélange ajouté aux cellules. Apres 48 h,
I’agent de sélection, la puromycine, a été ajouté a la concentration de 1 ug/ml. Des

transfectants stables ont ét¢€ isolés par dilution limite.

2.3 Tests de 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). 100000 cellules/ml ont été
ensemencées en plaques de 96 puits en milieu DMEM contenant différentes concentrations de
sérum. Aprés un temps d’incubation variable, une solution de MTT a 0,5 mg/ml a été ajoutée.
Les cristaux de formazan ont été dissous par addition de 100 ul de SDS 10% HC1 0.01N sur la

nuit. L’intensité de la coloration a été mesurée par spectrophotométrie a 590 nm.

2.4 Formation des sphéroides

Apres ajout de milieu DMEM contenant 5% d’agarose dans une plaque de 96 puits, 3000
cellules en suspension dans du DMEM contenant 10% de sérum ont été déposées dans les
puits ainsi précoatés. Apres 6 jours d’incubation a 37°C, les sphéroides obtenus ont été

photographiés.

2.5 Animaux

Deux modéles de souris Gaucher de type 1 ont été utilisés, obtenus grace a 1’amabilité du Dr
G.A. Grabowski (Cincinnati, Ohio). Le premier mod¢le consiste en une souris homozygote
pour la substitution D409V (souris 409/409), générée sur un fond génétique C57BL/6-
129SvEvBrd (194). L'autre modele est une souris hétérozygote composite Null/D409V
(Null/409) obtenue par croisement d'une souris wt/Null avec une souris D409V/D409V (194).
La souris 409/409 a un fond génétique composé de 50% de CS57BL/6J et 50% de
129SvEvBrd, tandis que la souris Null/409 a un fond génétique composé de 50% FVB, 25%
C57BL/6J et 25% 129SvEvBrd. Selon le modele Gaucher testé, les souris contrdles (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
¢levées dans des conditions sans pathogenes spécifiques dans le centre d’¢levage (CREFRE,
Toulouse) avec des procédures standardisées de 'INSERM. Pour obtenir les différentes

lignées d'animaux, nous avons ainsi ¢levé des souris: D409V/D409V femelles,
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D409V/D409V males, wt/wt femelles, wt/wt males, wt/null femelles, wt/null males).
L'expérimentation animale a ét¢é menée en conformité avec la réglementation, apres

approbation du protocole par le comité d'éthique Midi-Pyrénées.

2.6 Génotypage

- Extraction d’ADN

L’ADN est extrait a partir d’un prélévement de queue de souris dans un tampon de lyse (10
mM de Tris pH 8,5, 5 mM d’EDTA, 200 mM NacCl, 0,2% SDS, 100 ug/ml de protéinase K)
pendant une nuit a 55°C. Apres purification au phénol saturé et chloroforme contenant de
I’alcool isoamylique, I’ADN est précipité avec deux volumes d’éthanol contenant 0,3 M
d’acétate de sodium, lavé a I’éthanol 70%, séché puis resuspendu dans 30 ul d’H,O.

- Amplification par PCR

L'ADN a été analysé par PCR en utilisant d’une part le couple mG4995F, amorce sens située
dans D’intron 8 (5’-CACAGATGTGTATGGCCATCGG-3’) et mG538R, amorce antisens
situé¢e dans I’exon 9 (5’-TGAAGTGGCCAAGATGGTAG-3"). Ce couple d’amorces génére
un fragment de 391 paires de bases (pb) sur I’ADN wt et un fragment de 485 pb (391+94 pb
de la séquence loxP) sur I’ADN portant la mutation D409V. Une seconde PCR est réalisée
avec les amorces Ex9F, amorce sens dans I’exon 9 (5’GAACCTCCTTTACC-
ACGTAACTGG-3’), gv4083F, amorce sens dans la cassette néo (5°-
GGCCTACCCGCTTCCATTGCT) et MexI0OR, amorce antisens dans I’exon 10 (5°-
GTGCTCTCACTGGCCACCAACG-3’). Le couple Ex9F/Mex10R produit un fragment de
550 pb pour I’alléle wt et le couple gv4083/Mex10R génére un fragment de 430 pb sur 1’allele
Null. Les conditions d’amplification sont les suivantes : 1 mn a 94°C, 1 mn a 56°C, 1 mn a
72°C pendant 35 cycles, suivis d’un cycle de 7 mn a 72°C. Les amplicons produits ont été
analysés aprés séparation sur gel d'¢lectrophorése d’agarose (10%) et visualisation par

imprégnation au SYBR Green 1.

2.7 Analyse de la croissance tumorale

Aprés culture, des cellules BI6F10 (3x10°) ont été récoltées, mises en suspension dans du
PBS puis injectées par voie sous-cutanée (ou par voie intra-dermique dans certains cas) dans
le dos 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 apres anesthésie au chloroforme, puis les
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tumeurs et les différents organes (foie, rate, thymus) ainsi que des échantillons de sang ont été

prélevés.

2.8 Cytométrie en flux

Les suspensions cellulaires de thymus, rate et foie ont été obtenues apres broyat des organes
dans du PBS + 2% SVF avec le piston d’une seringue de 2 ml, et filtration sur tamis de 40 um
(Cell Strainer, BD). Les érythrocytes sont éliminés des suspensions de splénocytes par choc
hypotonique dans une solution tamponnée de chlorure d’ammonium (144 mM NH4Cl + 17
mM Tris, pH 7,2) pendant 5 min a température ambiante.

Pour préparer les lymphocytes hépatiques, les foies ont été perfusés via la veine porte avec 10
ml de PBS froid, puis disséqués et broyés sur un tamis de 70 um (Cell Strainer, BD). Le filtrat
a été centrifugé 5 min a 1300 rpm, et lavé deux fois avec du milieu DMEM complet. Le culot
ainsi obtenu a été remis en suspension dans 25 ml d’une solution de Percoll (Sigma-Aldrich) a
30% (v/v) dans du RPMI 1640, puis déposé sur 20 ml d’une solution de Percoll a 70% et
centrifugé 20 min a 3000 rpm a 4°C.

Pour analyser les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL), les tumeurs ont été digérées avec de
la collagénase D (1 mg/ml, Roche Diagnostics) en présence de DNase (0.05mg/ml, Roche
Diagnostics) pendant 30 min a 37°C sous agitation, puis filtrées a 1’aide d’un tamis cellulaire
de 70 pm (Cell Strainer, BD).

Apres blocage des récepteurs Fcy par Panticorps 2.4G2, les cellules ont ét¢ marquées en
utilisant des anticorps mAbs anti-CD3 (clone 145-2C11), CD4 (GK1.6), CDS8 (clone 53-6.7)
et NK (eBioscience). Le marquage spécifique des lymphocytes iNKT a été réalisé grace aux
tétrameres de CD1d murins, chargés avec 1’analogue d’a-GalCer PBS-57 (NIH Tetramer Core
Facility), conjugués au fluorochrome APC, obtenus grace au Dr Lennart Mars (CPTP,
Toulouse).

Les cellules mortes ont ét¢ exclues de l'analyse grace a un marquage avec du réactif
LIVE/DEAD Fixable Aqua (Life Technology). L'expression des différents marqueurs a été
¢valuée sur un cytometre BD LSR Fortessa (BD Biosciences) et analysée en utilisant le

programme DIVA.

2.9 Mesure de l'activité enzymatique
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

par un faible volume d'eau et soumis a sonication (sonicateur a méche) pendant quelques
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secondes, a 4°C. Apres dosage du contenu en protéines par la méthode de Bradford, I’activité
enzymatique a été déterminée (sur 15 et 30 pug de protéines). Le substrat fluorescent 4-
méthylumbelliféryl-B-D-glucopyranoside (Fluka) (1,8 mg/ml), préparé dans du tampon
citrate/phosphate pH 5,5, 20 mM, est ajouté au lysat 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
lecture au fluorimetre a été réalisée en réglant les longueurs d'onde d’excitation a 358 nm et
d’émission a 448 nm; le signal de fluorescence enregistré a été comparé a celui émis par des
concentrations connues de 4-méthylumbelliférone. L’activité spécifique de la GCase a été

calculée et exprimée en nmol/h.mg de protéines.

2.10 Western blot

Les culots cellulaires ont été resuspendus dans un tampon de lyse contenant un cocktail
d’anti-protéases (Roche), soniqués et centrifugés a 4°C pendant 15 min a 12000g. La
concentration protéique a été déterminée selon la méthode de Bradford. Les extraits
protéiques (40 ug de protéines dénaturées) ont ét€¢ soumis a séparation par électrophorése
dans un gel dénaturant de polyacrylamide (a 12%). Apres transfert des protéines sur une
membrane de nitrocellulose, la membrane a été saturée pendant 1 h avec une solution saline
TBS (20 mM Tris, 137 mM NaCl) contenant 0,1% de Tween-20 et 5% de lait écrémé. La
GCase a été détectée par un anticorps monoclonal de souris fourni par Abcam (ref. ab55080)
incubé toute la nuit a 4°C. Un anticorps anti-f-actine de Cell Signaling (Ozyme, Saint
Quentin Yvelines, France) a été employé¢ pour contrdler la charge en protéines. La révélation
a été réalisée apres incubation avec un anticorps secondaire couplé a une peroxydase (HRP) et

addition de son substrat chimiluminescent (ECL, Pierce).

2.11 Analyse des lipides par chromatographie sur couche mince

Les échantillons de foie (300 mg) ont été broyés dans de 1’eau (600 pl) avec un
homogénéiseur Ultra-Turrax, puis traités par sonication et centrifugés 15 min a 12000 g a
4°C. Les lipides du surnageant (500 pl par échantillon) ont été extraits par la méthode de
Folch (352) avec un mélange chloroforme/méthanol, 2:1 (vol/vol), puis séparés par
chromatographie sur couche mince (silica gel 60, Merck) par deux phases mobiles successives
constituées par le mélange chloroforme/méthanol/ammoniac/eau (70:3:1,7:2,5) puis le

mélange chloroforme/méthanol/acide acétique (94:1:5). La révélation colorimétrique a été
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réalisée avec de 1’orcinol aprés séchage de 10 min dans un four a 100°C; les glycolipides ainsi

colorés apparaissent en violet.

2.12 Analyse des lipides par spectrométrie de masse

Les lipides contenus dans des fragments de 25 mg de foie ou de rate ont été extraits selon la
méthode de Bligh et Dyer (353) dans le mélange dichlorométhane/méthanol a 2% d'acide
acétique/eau (2,5:2,5:2). Apres centrifugation a 1500 rpm pendant 3 min, la phase organique a
été collectée et séchée sous flux d'azote, puis dissoute dans 50 pL de méthanol. L’extrait a été
conservé a -20°C avant I’analyse en chromatographie liquide (Agilent 1290 Infinity) couplée
a la spectrométrie de masse (triple quadrupole MS (Agilent 6460) & ionisation €lectrospray).
La détection des pics, l'intégration et l'analyse quantitative utilisent le programme Mass
Hunter Quantitative analysis (Agilent Technologies, USA). La méthode ici décrite est celle de
Munoz-Olaya et al. (354) et a été réalisée sur la plateforme de lipidomique MetaToul) (Inserm

U1048, Toulouse).

2.13 Analyses statistiques
La significativité des différences entre les moyennes a été évaluée par le t-testde Student. Les
différences ont été considérées comme significatives lorsque p<0,05 (*, p<0,05 ; **, p<0,01;

5% < 0,001).
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3. Résultats expérimentaux
3.1 Développement d’un modéle cellulaire de maladie de Gaucher dans la

cellule de mélanome.

Afin de tester tout d'abord 1’hypothése selon laquelle ce n’est pas le microenvironnement
Gaucher qui favorise la prolifération tumorale, mais le fait que la cellule néoplasique
émergente chez un patient ayant une MG pourrait avoir des particularités favorisant sa
prolifération, nous avons voulu rendre des cellules de mélanome déficientes pour la GBAI.
Nous avons ainsi créé un modéle de MG dans une lignée de mélanome.

Ainsi, nous avons transfect¢ ou non un shRNA dirigé contre le GBA1 humaine dans des
cellules de mélanome humain A375. Nous avons ainsi obtenu aprés sélection par la
puromycine des cellules dites Ash et certains clones par technique de dilution limite : clones
Ashl, Ash 2, Ash3, Ash4, Ash5 et Ash8.

Les résultats montrent que dans deux clones Ashl et Ash2, l'expression de la protéine GBA et
son activité enzymatique béta-glucosidase acide sont diminuées (Fig. 4A et 4B). En I’absence
ou en présence de faibles concentrations de sérum bovin, le nombre de cellules viables en
culture bi-dimensionnelle est plus grand dans les clones déplétés en GBAI1 (Fig. 5). De plus,
dans des conditions de culture en agar tridimensionnelle, les clones ayant une expression
réduite de GBA1 forment des agrégats relachés qui sont moins délimités que les sphéroides
formés par les clones controles (Fig. 6). Ces données suggérent que I’activit¢ GBA1 diminuée
pourrait favoriser la cellule cancéreuse a survivre a des conditions de stress. Ces effets
pourraient étre en rapport avec soit une augmentation du contenu en GlcCer soit une

diminution du céramide dans les clones avec GBA1 diminuée.
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Figure 4 : Effet du silencing de GBA1 sur la croissance des cellules de mélanome humain A375. Les cellules
non transfectées (Un) et les cellules transfectées par le shRNA (pool Ash et clones Ashl, Ash2, Ash3, Ash4,
Ash5 et Ash8) sont testées pour : A, 'expression de GBA1 par Western Blot ; B, I’activité enzymatique de la
GCase avec un substrat fluorogénique (n=3).
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Figure 5 : Effet du silencing de GBA1 sur la viabilité du mélanome humain A375 en privation de sérum.
Les cellules non transfectées (Un) et les cellules transfectées par le ShRNA (pool Ash et clones Ashl, Ash2,
Ash3, Ash4, Ash5 et Ash8) sont testées pour la viabilité cellulaire par MTT, apres 3 jours en culture en variant
les concentrations de sérum (n=5). Les astérisques indiquent les différences significatives entre les clones Ashl
ou les clones Ash2 et les clones Ash5 ou Ash8 (*,p <0.05; **,p <0.01; *** p <0.001).
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Figure 6 : Effet du silencing de GBA1 sur la capacité du mélanome humain A375 a former des sphéroides.
Nous avons préparé des boites de 96 puits contenant du milieu DMEM et 5% d’agarose. Puis, nous avons déposé
dans les puits précoatés 3000 cellules en suspension dans du DMEM contenant 10% de sérum. Aprés 6 jours
d’incubation a 37°C dans une atmosphére a 5% de CO,, les sphéroides obtenus étaient photographiés. Les
images sont représentatives de trois expériences indépendantes. Les clones Ashl et Ash2 montrent des
différences dans leur capacité a former des sphéroides par rapport aux clones AshS et AshS.

3.2 Développement d’un modéle animal de cancérogenése dans la maladie de Gaucher
3.2.1 Les modéles de souris Gaucher pour la cancérogénése présentent un déficit en
GCase

Les modéles de souris Gaucher que nous avons sélectionnés pour les études de tumorigenese

ont été évalués pour I’activité de la B-glucosidase acide et le degré de surcharge lipidique.
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Nous avons analysé des échantillons de tissus des souris adultes sauvages (wild-type; wt/wt),
de souris hétérozygotes pour la mutation D409V (409/wt) et de souris homozygotes D409V
(409/409) de fond génétique double (cf. Matériels et méthodes). Dans le foie (Fig. 7, A)
comme dans la rate (Fig. 7, C), l'activité de la GCase est significativement diminuée chez les
souris homozygotes D409V par rapport aux souris hétérozygotes (409/wt). De méme, chez les
souris ayant un triple fond génétique, l'activité de la GCase est déficitaire dans le foie (Fig. 7,

B) et la rate (Fig. 7, D) des souris 409/null comparée a celle des souris hétérozygotes ou

sauvages.
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Figure 7 Activité de la -glucosidase acide dans les organes des souris. L’activité GCase a été déterminée sur
des lysats de foie (A et B) et de rate (C et D), isolés de souris wild-type (wt/wt), hétérozygotes (409/wt) ou
homozygotes (409/409) pour la mutation D409V, et des souris D409V/null (Null/409). Le fond génétique est
indiqué au-dessous de chaque figure. Chaque test d’activité a été réalisé en double; les résultats sont donnés en
moyennes = SEM sur au moins 3 a 6 souris dgées de 18 a 22 semaines

3.2.2 Les modé¢les de souris Gaucher pour la cancérogenése ont une surcharge en
glucosylcéramide et en glucosylsphingosine dans le foie et 1a rate
L’analyse des lipides par spectrométrie de masse a haute résolution montre une accumulation

de GlcCer dans le foie (Fig. 8, A) et la rate (Fig. 8, C) des souris homozygotes (409/409) de
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18-21 semaines par rapport aux souris hétérozygotes a double fond génétique. Les organes

des souris Gaucher présentent également une surcharge nette en glucosylsphingosine. De plus,

I’analyse des sphingolipides par chromatographie sur couche mince révele aussi une

accumulation de GlcCer dans le foie des souris 409/null par rapport aux souris 409/wt et

wt/wt a triple fond génétique (Fig. 8, B).
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Figure 8 : Contenu en sphingolipides des organes des souris. Les lipides ont été extraits a partir du foie (A et
B) et de la rate (C) de souris sauvages, hétérozygotes D409V (409/wt) ou homozygotes (409/409) ou 409/null,
agées de 18 a 21 semaines. Les sphingolipides ont été quantifiés par spectrométrie de masse haute résolution (A
et C). Les données sont exprimées en moyennes + SEM des 4 animaux par groupe. Alternativement, les
sphingolipides ont été évalués par chromatographie sur couche mince, les glycolipides étant marqués par
I’orcinol (B).
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3.2.3. La croissance tumorale des cellules de mélanome est accrue chez les souris
Gaucher femelles (409/409)

Afin d'évaluer le role d'un microenvironnement Gaucher dans la tumorigenése, des cellules
cancéreuses d'origine murine et dérivant de souris C57BL/6 ont été injectées par voie sous-
cutanée a des souris homozygotes ou hétérozygotes (servant de contrdle) pour la mutation
D409V de Gbal. Pour cela, nous avons utilisé des cellules de mélanome B16F10. L’analyse
des tumeurs montre une augmentation significative du volume tumoral chez les souris
femelles homozygotes (409/409) par rapport a leurs congénéres hétérozygotes (Fig. 9, A). Le
poids des tumeurs, mesuré¢ a différents temps dans différentes expériences et exprimé en
pourcentage de celui observé chez les controles, est lui aussi augmenté chez les souris
Gaucher de 380 a 580% (Fig. 9, B). Quant au poids de la rate chez ces animaux Gaucher
femelles, a leur 4ge (19 a 24 semaines), il n’est pas significativement différent de celui de la

rate des souris controles (Fig. 9, C).

3.2.4. La croissance tumorale des cellules de mélanome est augmentée chez les souris
Gaucher males (409/409)

Comme décrit ci-dessus, des cellules de mélanome B16F10 (3x10°) ont été implantées en
sous-cutané a des souris males Gaucher homozygotes (409/409) ou hétérozygotes (409/wt).
L’analyse du volume tumoral révele une augmentation significative chez les souris Gaucher
males (Fig. 9, D). Il en est de méme pour le poids des tumeurs, mesuré a différents temps, qui
est augmenté de 170 a 320% chez les souris Gaucher males par rapport aux souris controles
(Fig. 9, E). Chez les souris Gaucher, par rapport aux animaux témoins du méme age, le poids

de la rate est supérieur (Fig. 9, F).
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Figure 9 : Croissance des tumeurs de mélanome chez des souris Gaucher (fond génétique double C57/129).
Des cellules BI6GF10 (3X10°) ont été injectées par voie sous-cutanée a des souris femelles (panneaux supérieurs)
ou males (panneaux inférieurs), agées de 19 a 22 semaines, hétérozygotes (409/wt) ou homozygotes (409/409)
pour la mutation D409V. Le volume tumoral a été déterminé aux jours indiqués (A et D). Les données sont
exprimées en moyennes + SEM des valeurs observées sur un effectif total de 6 a 9 souris et correspondant a 2 ou
3 expériences indépendantes. Simultanément, le poids des tumeurs (B et E) a ét¢ mesuré aux moments indiqués
et est exprimé en pourcentage des valeurs observées chez les animaux hétérozygotes. Les résultats sont exprimés
en moyennes = SEM, de 3 a 8 souris par groupe. Le poids des rates a été déterminé chez les souris 409/409 ou
409/wt implantées avec les B16F10 et sacrifiées 20 jours apres inoculation (C et F).

3.2.5. La croissance tumorale des cellules de mélanome est augmentée chez les souris
Gaucher femelles (Null/409)

Aprés injection par voie sous-cutanée de cellules de mélanome B16F10 (3x10°), le volume
tumoral est significativement augmenté chez les souris femelles hétérozygotes composites
(Null/409) par rapport a des souris sauvages de triple fond génétique (Fig. 10, A). Le poids
des tumeurs est lui aussi supérieur (de 210 a 490%) chez les souris Gaucher femelles (Fig. 10,
B). Chez ces animaux, le poids de la rate est inchangé par rapport aux souris controles (Fig.

10, C).
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3.2.6. La croissance tumorale des cellules de mélanome est accrue chez les souris
Gaucher males (Null/409)

Méme si la différence n’atteint pas la significativité, le volume (Fig. 10, D) ainsi que le poids
(Fig. 10, E) des tumeurs sous-cutanées formées par les cellules B16F10 sont plus importants
chez les souris Gaucher males (Null/409) que chez des souris males témoins. Le poids de la

rate n’est pas significativement plus grand chez les souris Gaucher males (Fig. 10, F).
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Figure 10 : Croissance des tumeurs de mélanome chez des souris Gaucher (triple fond génétique
C57/129/FVB). Des cellules BI6F10 (3X10°) ont été implantées en sous-cutané & des souris femelles (panneaux
du haut) et a des souris males (panneaux du bas), dgées de 19-22 semaines, wild-type (wt/wt) et hétérozygotes
composites D409V/null (Null/409). Le volume tumoral a été déterminé aux jours indiqués (A et D). Les résultats
sont donnés en moyennes + SEM des valeurs mesurées chez un total de 7 a 21 souris correspondant a 2 a 4
expériences indépendantes. Simultanément, les poids des tumeurs (B et E) étaient mesurés aux temps indiqués et
sont exprimés en pourcentage des valeurs observées chez les souris contréles. Les résultats sont exprimés en
moyennes = SEM, de 3 a 8 souris par groupe. Le poids des rates chez les souris 409/null ou wt/wt implantées
avec les BI6F10 a été aussi mesuré (C et F).
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3.2.7. La proportion de cellules iNKT n'est pas altérée dans le modele de souris Gaucher
(409/409)

Les cellules NKT invariables (iNKT) participent a I’immunité anti-cancéreuse. Les iNKT sont
un sous-groupe de lymphocytes T off, ayant une chaine alpha du TCR invariable, qui
reconnait les lipides antigéniques liés a la molécule CD1d non polymorphique. Plusieurs
glycosphingolipides naturels (a-GalCer, iGb3) sont des antigénes potentiels pour les iNKT.
Le GlcCer endogene fournit aussi un signal majeur au TCR des iNKT. De plus, les molécules
de CD1d avec lesquelles les iNKT interagissent, sont dérégulées dans la MG. Les iNKT sont
¢galement diminués dans divers mod¢les murins de maladies lysosomales. Dans la MG
humaine, les iKNT sont en nombre normal mais les cellules NKT de type II dirigées contre le
GlcCer C22:0 et la GlcSph ont un phénotype mémoire ainsi que T follicular helper, évoquant
leur activation chronique. Dans ce contexte, nous avons donc souhaité¢ analyser ces
populations cellulaires chez nos animaux.

Le foie, la rate et le thymus de souris Gaucher (409/409) ont été analysés par cytométrie en
flux pour quantifier les cellules iNKT. Pour cela, nous avons procédé a un marquage de cette
population cellulaire par un anti-CD3 et le tétramére a-GalCer/CD1d. La Figure 11 montre
que dans le modele de souris Gaucher (409/409), les cellules iNKT représentent environ 2%
des cellules T dans le thymus et dans la rate et 19 % dans le foie. Chez les souris contrdles
(wt/wt), des valeurs comparables sont observées: environ 2% dans le thymus et la rate et 23%
dans le foie. L’analyse des cellules CD3, CD4 et CDS8 dans le foie, la rate et le thymus des
souris Gaucher ne montre pas non plus de différences significatives par rapport aux souris

contrdles (Fig. 12).
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Figure 11 : Analyse de la proportion de lymphocytes NKT dans les souris WT et Gaucher. Les thymocytes,
splénocytes et cellules mononucléées hépatiques des souris Gaucher sauvages ou 409/409 ont été marqués avec
le tétrameére (TT) CD1d chargé avec de I’a-GalCer ou non chargé, puis par un anti-CD3. Sur les figures, les
populations de cellules entourées représentent les lymphocytes NKT. Les valeurs indiquées correspondent aux
moyennes +/- SEM (4 a 5 souris par groupe).
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Figure 12 : Analyse de la proportion de lymphocytes T dans les organes des souris Gaucher. Les
thymocytes, splénocytes et cellules mononucléées hépatiques des souris Gaucher 409/409 ont été marqués par un
mélange d’anticorps anti-CD3, anti-CD4 et anti-CDS. Les valeurs indiquées correspondent aux moyennes +/-
SEM (4 a 5 souris par groupe). DN : cellules double négatif ; DP : double positifs ; SP : simple positif.
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3.2.8. Caractérisation des lymphocytes infiltrant les tumeurs chez les souris Gaucher
(409/409)

Nous avons également analysé¢ les cellules infiltrant la tumeur (TIL), 14 jours apres
I’implantation par voie sous-cutanée de cellules de mélanome B16F10 (3x10%). Comme
l'illustre la Figure 13, cette analyse ne montre pas de différences pour les lymphocytes T ou B,

ni pour les cellules NK
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Figure 13 : Analyse de la proportion de lymphocytes infiltrant la tumeur chez des souris Gaucher. Aprés
digestion mécanique et enzymatique des tumeurs développées chez les animaux sauvages ou 409/409, aul4 eme
jour apres inoculation, les différentes populations de TIL ont été analysées par cytométrie en flux. Les valeurs
indiquées correspondent aux moyennes +/- SEM (le nombre de souris par groupe est indiqué sur chaque figure).
Les résultats correspondent a I’ensemble des expériences de TIL réalisées ; A : chez les souris femelles ; B : chez
les souris males.
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4 Discussion

Il existe actuellement des données convaincantes sur la surreprésentation des cancers dans la
maladie de Gaucher. Cependant, les mécanismes impliqués demeurent mal compris. Deux
hypotheses, qui ne sont pas mutuellement exclusives, peuvent étre discutées (cf. paragraphe
6.2 de la revue générale):

- Une premiére possibilité est de considérer que la cancérogenése serait en rapport avec
I’accumulation de substrats comme le GlcCer (ou la GlcSph) ou, a l'inverse, une diminution
du céramide, dans la future cellule maligne elle-méme, conduisant & un déséquilibre de la
balance anti et pro-proliférative, redirigée alors en faveur de la prolifération.

- Selon une seconde hypothése, ce serait le microenvironnement Gaucher qui faciliterait
I’émergence de pathologies malignes, ou pourraient étre impliquées des cellules du systéme
immunitaire comme les lymphocytes T CDS, les lymphocytes T régulateurs CD4, les cellules
NK, les cellules NKT, les TAM (tumor-associated macrophages), les cellules dendritiques, les

MDSC (myeloid-derived suppressor cells) ou les cellules vasculaires.

1. La survenue de pathologies malignes serait en relation avec un déséquilibre du
métabolisme des sphingolipides dans la (future) cellule cancéreuse.

La cancérogeénese pourrait étre en rapport avec 1’accumulation de sphingolipides comme le
GlcCer ou la diminution du céramide, résultant en une prolifération. Comme nous I’avons vu,
le GlcCer pourrait favoriser la prolifération, ou diminuer la chimiosensibilité. De plus, le
déficit en GBA1 pourrait diminuer la formation du céramide a partir du GlcCer et/ou favoriser
la sécrétion d’IL6 de certaines cellules cancéreuses en réponse a certaines molécules (PMA ou
TNF).

Nous avons donc créé un modele cellulaire de mélanome ayant un déficit en GBAI1 en
utilisant un ShRNA dirigé contre GBAI. Nous avons ainsi pu obtenir des cellules de
mélanome déficitaires en GCase. Nos résultats montrent que la viabilité cellulaire est
augmentée en présence d’une faible quantité¢ de sérum et pourrait étre due a une diminution de
la mort cellulaire induite par la privation en sérum. De plus, les modifications des sphéroides,
correspondant a des modifications dans la croissance en trois dimensions, pourraient avoir un
role soit sur la prolifération in vivo ou pourraient conduire a des modifications favorisant la
survie ou encore l’accés ou la présentation antigénique aux cellules immunitaires. Ces
résultats devraient étre complétés par 1’analyse des sphingolipides (GlcCer et GleSph) par

spectrométrie de masse, un dosage des chimiokines et cytokines sécrétées par ces cellules. De
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plus, il serait souhaitable idéalement d’obtenir des clones ou I’inhibition de la GCase est
encore plus marquée. Ces observations doivent étre reproduites dans d’autres lignées de
mélanome, idéalement murines pour pouvoir réaliser des injections a des souris, et suivre le

développement de ces lignées déficitaires en GBA1 dans des souris immunocompétentes.

Dans la cellule tumorale, le déficit en GCase résulterait en une augmentation du GlcCer et/ou
une diminution du céramide, pouvant conduire a un déséquilibre en faveur de la prolifération.
En effet, le déficit en GlcCase doit diminuer la formation de céramide, céramide, qui est
capable d’induire I’apoptose de nombreuses cellules cancéreuses dont le mélanome (355).
Dans la cellule cancéreuse, le déficit enzymatique conduit également a une accumulation de
GlcCer. Dans la littérature, le GlcCer est retrouvé augmenté dans des lignées résistantes ; peut
entrainer une prolifération de 1’épiderme murin ; peut favoriser la prolifération de certaines
lignées cellulaires ; et est également augmenté dans certaines maladies génétiques humaines
ou murines responsables d’une prolifération épithéliale rénale créant des kystes (polykystose
rénale) (334). Le déficit en GBA1 peut favoriser la chimiorésistance dans certaines lignées
cellulaires et favoriser la survie en modulant Akt, la voie PI3K-Akt étant une voie de survie
cellulaire importante dans le mélanome (337). En effet, un siRNA contre la GBAT1 prévient la
décroissance d’Akt phosphorylée induite par une chimiothérapie, favorisant ainsi la survie
cellulaire. Le GlcCer peut également favoriser la sécrétion d’IL6 dans certaines lignées
cellulaires dans certaines circonstances. Le déficit en GBA1 pourrait également diminuer le
céramide provenant de la voie de sauvetage de la sphingosine, et diminuer 1’apoptose produite
par certaines chimiothérapies (339).

Concernant la chimiosensibilité, dans nos recherches préliminaires, nous avions recherché a
savoir si des lignées de myélome multiple (lignées NCI-H929 et RPMI 8226) dans lesquelles
nous avons pharmacologiquement inhibé la GCase par du CBE a 100 ou 200 uM modifiaient
leur sensibilité & des chimiothérapies. Nous n’avons cependant pas pu mettre en évidence de

différence significative.

La glucosylsphingosine pourrait également avoir une action sur les cellules cancéreuses. La
GlcSph est la forme déacylée du GlcCer et est aussi retrouvée dans les tissus de patients
Gaucher. Plus récemment, il a été montré que la GlcSph plasmatique était bien corrélée aux
autres marqueurs d’activité et a la réponse a I’enzymothérapie, et qu’elle pourrait étre
responsable de la déminéralisation osseuse, ainsi que des troubles neurologiques. Elle a été

décrite comme pouvant étre cytotoxique, produire de I’hémolyse, et également inhiber la PKC
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(236). Ainsi, pour préciser, le role exact de la GleSph dans les effets observés dans les cellules
de mélanome humain A375, il faudrait tester 1’ajout de faibles quantités de GlcSph sur les
cellules de mélanome en culture, et analyser leur comportement en terme de prolifération,

migration, sécrétion de cytokines ou de facteurs de croissance.

2. L'émergence de cancers dans la maladie de Gaucher est liée a un microenvironnement
favorable. Nos résultats montrent que dans deux modéles murins différents de MG de type 1,
la croissance tumorale des cellules de mélanome, inoculées par voie sous-cutanée, est
augmentée comparée aux contrdles, tant chez les animaux femelles que chez les males. Il
s’agit du premier modele murin de développement du mélanome dans la MG. Nous montrons
¢galement le méme type de résultats avec un autre type de cellules de mélanome (les
B16BL6) implantées par une autre voie, la voie intra-dermique (donc, en orthotopique) a des

souris Gaucher (409/409) (Fig. 14).
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Figure 14 : Croissance tumorale de B16BL6 en intra-dermique dans des souris femelles Gaucher : 500000
cellules de B16BL6 sont injectées par voie intra-dermique chez les souris D409V/D409V et des souris
D409V/wt (contréles) dgées de 19 a 22 semaines. Le volume tumoral est mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse
jusqu’a la date de sacrifice ou le poids de la tumeur a été déterminé.

Nos résultats montrent tout d'abord que nos souris Gaucher développent bien un phénotype
classique Gaucher de type 1. Les souris ne présentent pas de splénomégalie, d’hépatomégalie
ou de signes neurologiques, et leur longévité n’est pas diminuée (environ 2 ans). Les cellules
de Gaucher dans les D409V/null apparaissent a 3-4 mois tandis que dans les souris
D409V/D409V, elles apparaissent aprés 7 mois, et sont retrouvées dans la rate et faiblement

dans le foie (195). Il n’est pas retrouvé de cellules de surcharge dans la moelle osseuse, les
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reins ou le cerveau. L’accumulation de GlcCer s’observe dans ces souris dans le foie, la rate
et les poumons mais pas dans le cerveau (195).

Les souris que nous avons obtenues dans nos animaleries présentent, comme attendu, une
diminution de I’activité enzymatique, que ce soit chez les souris double fond D409V/D409V
ou lactivité enzymatique est diminuée au 1/5° de ’activité des souris hétérozygotes dans le
foie et 1/10° dans la rate, mais également dans le modéle triple fond D409V/null ou ’activité
GCase est diminuée au 1/25° de ’activité des souris sauvages dans le foie et également au
1/10° dans la rate. Ces activités enzymatiques résiduelles sont plus élevées que celles
rapportées par Xu ef al. ou I’activité était d'environ 3-4% dans le foie et autour de 6% dans la
rate dans les deux mode¢les de souris (195).

En ce qui concerne la surcharge en sphingolipides chez ces animaux mutants, nous retrouvons
dans les souris D409V/D409V, par rapport aux souris hétérozygotes, une augmentation du
GlcCer de 1,5 fois et de la GleSph de 5 fois. Ces résultats concordent avec ceux de Xu et al.,
ou le GlcCer est augmenté de 2 fois par rapport aux souris wt/wt. Le modele D409V/null
accumule plus de GlcCer (x4) que le modele D409V/D409V dans les résultats de Xu et al..
Nous n’avons pas pu évaluer I’augmentation du GlcCer précisément (par LC-MS) dans nos
souris D409V/null, mais le taux observé en chromatographie sur couche mince semble
correspondre aux mémes résultats. La surcharge en GlcCer apparait dans ce modele
progressivement avec 1’age des souris et les souris Gaucher et les souris contrdles ont été
testées dans nos expériences au méme age.

En ce qui concerne la GlcSph, dans les travaux de 1’équipe de Grabowski, la GlcSph est
retrouvée augmentée dans tous les tissus (principalement le poumon mais également le foie et
la rate) dans les souris D409V/null mais uniquement dans la rate et un peu dans le foie dans

les souris D409V/D409V (356).

Les deux modeles de souris Gaucher que nous avons analysés révelent, pour les deux sexes,
une augmentation de la croissance tumorale par rapport aux animaux hétérozygotes ou
sauvages. Avant d'analyser les mécanismes impliqués possiblement en lien avec la MG, on
peut se demander si les différences observées entre les groupes d'animaux sont en rapport
avec leur fond génétique. Nous avons utilis¢ des souris ayant un double ou méme triple fond,
dont au moins le fond génétique C57BL/6, qui est celui des cellules implantées (B16F10).
Cependant, au cours de 1’¢levage, le pourcentage exact dans le modele de double ou triple
fond, ne peut étre garanti et la comparaison exacte des fonds génétiques de souris Gaucher et

des animaux contrdles n’a pas été réalisée. Afin de tester ’influence possible de variations
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dans le fond génétique des souris, nous avions ’intention de traiter les souris Gaucher par
enzymothérapie substitutive (ERT) ou réduction de substrat (SRT). Si I’effet sur la croissance
tumorale était aboli aprés une douzaine de semaines de traitement par GCase recombinante ou
par eliglustat (traitements débutés vers la 6¢me ou 8¢me semaine de vie des souris Gaucher),
il serait possible d’écarter I’influence du fond génétique et démontrer que la croissance
tumorale accrue est bien liée a I’environnement Gaucher. Néanmoins, il se peut que ce(s)
traitement(s), méme bien mené(s), ne corrige(nt) pas les cellules directement impliquées dans

le développement du mélanome.

Nous avons exploré les mécanismes immunologiques possiblement impliqués dans la
différence de croissance du mélanome. Les iNKT, capables de reconnaitre des antigénes
lipidiques se liant & une molécule CD1d, participent & I’immunosurveillance anti-tumorale.
Dans différents modeles murins de maladies lysosomales (maladies de Sandhoff, Fabry,
gangliosidose a GM1, maladie de Tay-Sachs a début tardif, et maladie de Niemann-Pick type
C1), les iNKT ont été retrouvées diminuées de 50 a 90% (357). C’est la premicre fois que les
iNKT sont évaluées dans un modele murin de MG. A I’aide d’un marquage avec un tétramere
CD1d chargé avec 1’aGalCer, nous n’avons pas noté de différence, que ce soit dans le foie, la
rate ou le thymus des souris Gaucher par rapport aux souris contréles. De plus, les
pourcentages de cellules CD3, CD4, CDS8 ou de cellules NK ne sont pas significativement
différents chez des souris naives Gaucher par rapport au groupe témoin.

Nous avons ensuite investigué les TILs (lymphocytes infiltrant la tumeur) dans des tumeurs
de mélanome, 14 jours apres injection en sous-cutané chez des souris Gaucher. Nous n’avons
pas trouvé de différences significatives dans la proportion de lymphocytes T CD4+, CD8+, de
lymphocytes NK dans les souris Gaucher (409/409) et les souris controles.

Cette absence de différence pourrait étre due au fond génétique mixte de ces souris qui aurait
pu évoluer aprés plusieurs croisements. Ce probléme a possiblement entrainé une
hétérogénéité du poids des tumeurs dans le groupe Gaucher et le groupe controle, ne
permettant pas d'objectiver des différences dans les TILs. De plus, le moment de I’évaluation
des TILs peut également avoir conduit a des biais. En effet, nous avons analysé les TILs 14
jours apres I’'implantation en sous-cutané, & un moment peut-étre trop précoce ou trop tardif
pour observer des différences. Nous avons également comparé les TILs dans les grosses
tumeurs et dans les petites tumeurs, sans qu’il soit retrouvé de différence significative.

Il aurait été souhaitable de caractériser plus finement les différentes populations immunitaires

en examinant d’autres populations comme les lymphocytes B et les NKT de type II, les
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marqueurs d’activation et le profil de production de cytokines. En effet, les cytokines
pourraient également étre impliquées, puisque dans le méme modele murin de MG
(D409V/null), diverses cytokines sériques, telles que IFNy, IL12p40, TNFa, IL17A/F, IL6,
TGFp, sont augmentées tandis que 1’IL4 reste normale (326). De plus, dans ce modele, les
cellules mononucléées du foie, de la rate et du poumon stimulées par CD3/CD28 augmente
les cytokines Thl et Th17 (326). Les cytokines Th17 sont impliquées dans I’inflammation et
pourraient également favoriser le cancer mais cela reste encore controversé.

De méme, I’évaluation des tumor-associated macrophages (TAM) et des myeloid-derived
suppressor cells (MDSC) dans les TILs aurait pu également permettre d’expliquer les
différences observées. En effet, les MDSC sont impliquées dans le microenvironnement du
mélanome et favorise la progression tumorale en produisant une diminution importante des
réponses immunitaires anti-tumorales (358). Les MDSC semblent également impliqués dans

la cancérogénese du myélome (359).

De nombreuses dysfonctions du systeme immunitaire de la MG pourraient favoriser le cancer.
Chez les patients Gaucher comme dans les souris Gaucher, les taux plasmatiques de certaines
cytokines et chimiokines sont élevés. Les patients Gaucher montrent une réponse anormale
des lymphocytes T, une diminution de cellules (NK), une augmentation importante des T
CD4+ mémoire et une diminution des cellules dendritiques my¢loides et plasmocytoides. Les
NKT dirigées contre la GlcSph ¢étaient augmentées chez les patients Gaucher
comparativement aux témoins tandis que les NKT de type I n'étaient pas affectées. De plus,
les molécules de CD1d sont également dérégulées (up-régulation) dans la MG.

Les cellules Gaucher affichent un phénotype de macrophages alternativement activés,
correspondant a des macrophages de type II, qui pourraient favoriser le développement des
cancers (251). Elles seraient a l’origine de la sécrétion de cytokines, produisant une
stimulation chronique des lymphocytes B responsable des gammapathies polyclonales, qui
évolueront en gammapathie monoclonale et enfin en myélome.

La cellule stromale mésenchymateuse (MSC) dans la MG est également dérégulée et sécréte
de nombreuses cytokines et chimiokines (70). Elle pourrait faciliter le développement
tumoral.

Les modeles animaux de MG présentent également une dysfonction du systéme immunitaire,
avec dans certains modéles une inflammation chronique, avec dans d’autres mode¢les, une

infiltration avec des macrophages et des cellules dendritiques dans divers organes, avec des
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cytokines et chimiokines augmentées. Dans un autre mod¢le, on observe aussi une maturation
et une différenciation anormales des lymphocytes T (203).

D’aprés nos résultats, c’est plus le microenvironnement de la maladie de Gaucher qui
favoriserait la croissance tumorale, et probablement plus par des mécanismes cytokiniques
que par les cellules immunitaires impliquées. Le microenvironnement Gaucher est en rapport
avec la surcharge en sphingolipides et en particuliers en GlcCer et/ou GlcSph cependant dans
le modele des lymphomes de Cox et al., les souris Gaucher développant des lymphomes sont
celles qui ont moins de surcharge en GlcCer et GlcSph (330). Dans ce mode¢le, le traitement
visant a corriger la surcharge conduit a une diminution des lymphomes. De plus, dans une
autre ¢tude, des souris Gaucher avec gammapathie, la diminution de la surcharge par
I’utilisation de réduction de substrat (eliglustat) montre également une diminution du

composant monoclonal (331).

Une autre possibilité, non analysée ici, est que la différence observée dans le volume des
tumeurs pourrait étre en rapport avec une différence dans 1’angiogenése favorisant la
croissance tumorale. Il aurait fallu caractériser la vascularisation des tumeurs, par exemple,
par un marquage avec un anti-CD31. Il n’existe pas de données sur le GlcCer et
I’angiogénese. Cependant, une étude montre que le vascular endothelial growth factor
(VEGF) utilise le lactosylcéramide comme second messager pour favoriser I’angiogénése
(360). Le lactosylcéramide peut provenir du GlcCer par la lactosylcéramide synthase.
L’augmentation du GlcCer dans la MG pourrait ainsi augmenter le LacCer et favoriser
I’angiogénese dans nos modéles.

Dans le cadre du microenvironnement du mélanome, on pourrait évoquer également la
composante fibroblastique du stroma tumoral. Le fibroblaste associé au cancer peut favoriser
le développement du mélanome (361). Afin de mieux préciser son implication, on pourrait
évaluer in vitro des fibroblastes murin Gaucher en co-culture avec des cellules de mélanome
et in vivo en implantant des fibroblastes Gaucher et non Gaucher avec des cellules de

mélanome dans des souris immunocompétentes.

Certains auteurs ont également postulé que c’est I’enzymothérapie qui serait responsable de la
survenue de cancers dans la maladie de Gaucher mais les données épidémiologiques montrent

que I’incidence n’a pas changé entre la période avant et apres I’enzymothérapie.
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Une autre hypothése est également formulée en rapport avec I’hyperferritinémie observée
dans la maladie de Gaucher. L’hyperferritinémie serait li¢e a la sécrétion d’IL6 qui
augmenterait 1’hepcidine, favorisant la séquestration du fer dans les macrophages. Les cellules
de Gaucher favoriseraient ensuite le transport de fer en dehors des macrophages, et cette
surcharge ferrique serait toxique et favoriserait le cancer. Ces éléments pourraient cependant
expliquer pourquoi, il existe également sur le plan épidémiologique, une augmentation

importante du risque de développer des carcinomes hépatocellulaires dans la MG (362).
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La maladie de Gaucher est la maladie lysosomale la plus fréquente. L’enzymothérapie
substitutive en a nettement modifi¢ 1’évolution. Les patients atteints de certaines de ces
maladies métaboliques, parfois séveres et s’exprimant des I’enfance, n’arrivaient pas a 1’age
adulte. Ces maladies s’améliorant a l'aide de nouvelles thérapeutiques, ce sont les
complications a 1’age adulte et a long terme qui deviendront le principal probléme médical
posé chez ces patients.

Dans la MG de type 1, il est maintenant clairement établi que le risque relatif de développer
des cancers, et de tous types, est élevé. Comprendre les mécanismes physiopathologiques
conduisant a cette augmentation pourrait permettre de développer des mesures visant a
prévenir (ou retarder) leur apparition. Cela pourrait éventuellement aussi fournir des éléments
de compréhension sur la physiopathologie des cancers en général. A ’instar de 1’apport de la
physiopathologie de la maladie de Parkinson dans la MG, dans la compréhension de cette
maladie neurodégénérative en général et dans son traitement, la recherche sur le pourquoi
d'une plus grande susceptibilité aux cancers au cours de la MG pourrait permettre également
d’imaginer d’autres approches dans la prise en charge thérapeutique des cancers, par exemple
en manipulant le métabolisme des sphingolipides.

Pour tenter de répondre a ces questions, nous avons développé un modéle de croissance
tumorale dans la MG, chez la souris, en utilisant deux types de modéles de souris Gaucher
chez lesquelles nous avons implanté des cellules de mélanome. Nous avons d’abord confirmé
que ces animaux développaient bien un phénotype Gaucher, caractérisé par le déficit
enzymatique de la GCase et une surcharge en sphingolipides, tant du GlcCer que de la
GlcSph. Nous avons observé dans ces deux modeles une augmentation de la croissance
tumorale des cellules de mélanome comparée a celle dans les souris contrdles. Nous n’avons
pas pu mettre en évidence de modifications des cellules immunitaires (CD3, CD4, CDS8 ou
NK). Il n’a pas été retrouvé non plus de diminution des cellules NKT a I’inverse d'autres
modeles murins de maladies lysosomales, qui aurait pu participer a la diminution de
I’immunité anti-tumorale.

De plus, sur le plan cellulaire, en rendant des cellules de mélanome défectueuses en GCase
pour mimer 1'état Gaucher, grace a l'utilisation de shRNA dirigé contre le géne GBA1, nous
avons observé une viabilité augmentée en présence de faibles concentrations de sérum ainsi
que des modifications dans leur croissance en trois dimensions qui pourraient avoir une
implication dans les observations faites in vivo. Chez ’Homme (le patient Gaucher), la cellule

cancéreuse et I’environnement Gaucher agissent de concert.
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Ces modeles murins de croissance tumorale semblent étre de bons modeles pour 1’étude de la
cancérogenese dans la MG, et tenter de disséquer les mécanismes impliqués; ils pourraient

aussi s'appliquer a d’autres pathologies prolifératives.

Parmi les perspectives de ce travail, citons la possibilité¢ d’implanter des cellules de myélome,
hémopathie qui est la plus fréquente dans la MG dans les souris Gaucher, mais les myélomes
murins sont souvent issus de souris BALB et non pas de C57BL/6.

On pourrait également croiser une souris modele de myélome (avec dysrégulation de c-Myc
par exemple) avec les souris Gaucher pour étudier la prolifération myélomateuse. Il serait
¢galement souhaitable de réaliser les mémes expériences que nous avons réalisées avec des
cellules de mélanome, mais rendues Gaucher, et implantées dans une souris Gaucher.

Afin de mieux comprendre le role du microenvironnement Gaucher, on pourrait imaginer
utiliser des souriceaux wt/wt nouveau-nés et transplantés par des cellules souches
hématopoiétiques provenant soit de souris sauvages, soit de souris Gaucher, puis inoculées
vers 10-12 semaines par des cellules de mélanome. Cela permettrait d’évaluer au moins le
role précis de la composante hématopoiétique. Une autre modalité d’expérience consisterait a
utiliser un modele murin de mélanome (mutations Braf et PTEN par exemple, ou des
mélanomes se développent spontanément avec 1’age) a qui on grefferait, comme ci-dessus, la

moelle de souris sauvages ou Gaucher.

Apres de nombreux travaux sur I’épidémiologie du cancer dans la maladie de Gaucher, il reste
encore tout a découvrir sur la cancérogénese dans la maladie de Gaucher et de nombreuses
voies de recherche a explorer sur le plan cellulaire et aussi a 1’aide des mod¢les animaux

actuellement disponibles.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Sphingolipids represent a major class of lipids that are essential constituents of eukaryotic cells. They are
Received 28 August 2015 predominantly located in plasma membrane microdomains, and play an important structural role in
Accepted 9 November 2015 regulating membrane fluidity. They are also bioactive effectors involved in diverse key cellular functions

Available online xxx such as apoptosis and proliferation. The implication of some sphingolipids in cancer is well established

whereas that of some others is still a matter of intense investigation.

Ic<eywo'rgs: Glucosylceramide is the backbone of more than 300 structurally different glycosphingolipids including
G'lalr;g;l lierami de gangliosides and sulfatides, and is essential for mammalian development. Therefore, glucosylcer-
Glucoszlceramidase amidases (also named GBA1, GBA2 and GBA3 B-glucosidases), the enzymes that hydrolyse B-gluco-

Gaucher disease sylceramide, play important functions. GBA1 is a lysosomal hydrolase whose deficiency causes Gaucher
Melanoma disease, the most prevalent inherited lysosomal storage disorder. GBA2 is a ubiquitous non-lysosomal
glucosylceramidase whose mutations have been associated with some forms of hereditary spastic
paraplegia. GBA3 is a cytosolic B-glucosidase, mostly present in the kidney, liver, spleen, intestine and
lymphocytes of mammals, the function of which is still unclear. Whereas glucosylceramide synthase is
implicated in multidrug resistance, the role of glucosylceramide breakdown in cancer is not yet fully
appreciated. Defective GBA1 enzyme activity in humans, i.e.,, Gaucher disease, is associated with an
increased risk of multiple myeloma and other malignancies. Putative molecular links between Gaucher
disease and cancer, which might implicate the malignant cell and/or its microenvironment, are reviewed.
The functions of GBA2 and GBA3 in cancer progression are also discussed.
© 2015 Elsevier B.V. and Société Francaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights

reserved.
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1. Introduction

Discovered in 1876 by ] LW. Thudichum [1], sphingolipids
represent a major class of lipids, being essential constituents of
eukaryotic cells. Sphingolipids are found in virtually all animals,
plants and fungi and in some prokaryotes. They are located pre-
dominantly in the plasma membrane of mammalian cells where
they have an important structural role in the regulation of mem-
brane fluidity and, as key elements of the membrane micro-
domains, of signal transduction events emanating from the cell
surface. Sphingolipids are amphipathic molecules. Their hydro-
phobic region consists of a sphingoid long chain base (usually
sphingosine, sphinganine or phytosphingosine) to which a fatty
acid of variable chain length is attached by an amide bond [2]. The
simplest sphingolipid is ceramide with a minimal hydrophilic re-
gion comprising two hydroxyl groups (see Fig. 1). Ceramide can be
phosphorylated to ceramide 1-phosphate, glycosylated by glucosyl
or galactosyl-ceramide synthases to generate glucosylceramide
(GlcCer) or galactosylceramide, or can receive a phosphocholine
headgroup (transferred from phosphatidylcholine) to form sphin-
gomyelin [3]. Degradation of complex glycosphingolipids (GSLs)
such as gangliosides can also lead to the formation of GlcCer
through the sequential action of specific glycohydrolases.

Major advances in the elucidation of the metabolism and
properties of sphingolipids during the last two decades have led to
the conclusion that these lipids are not simply inert molecules but
also bioactive effectors implicated in key cell functions such as
differentiation, proliferation, motility, apoptosis, autophagy or

Galactosylceramide

GlcCerase

Glucosylceramide

<

DRUG RESISTANCE

senescence. Ceramide is particularly implicated in apoptosis [4].
Many agents that trigger apoptotic cell death cause an elevation of
intracellular ceramide levels, via increased de novo synthesis,
sphingomyelin breakdown or a combination of both pathways.
These agents include physical stresses (e.g., heat shock, ionizing
radiation, UV), cytokines (tumor necrosis factor-o. (TNF), CD95
ligand, TRAIL, interleukin-1, interferon-y), anticancer drugs, hor-
mones, cannabinoids, oxidized low density lipoprotein, nitric oxide,
and various bacteria [5—7]. Ceramide also regulates several path-
ways governing cell cycle and senescence [8].

Of note, the cell responses to ceramide may be modulated by its
metabolic transformation to sphingomyelin or its degradation to
sphingosine by ceramidase and then the production of sphingosine
1-phosphate. The conversion of ceramide to GlcCer might also
contribute to modulate the ceramide signal (see below).

2. Glucosylceramide: the backbone of numerous glycolipids

GSLs are sphingolipids composed of a ceramide backbone and a
sugar headgroup, which both contribute to an impressive struc-
tural heterogeneity. A typical mammalian cell may contain thou-
sands of different GSL molecular species [9]. Indeed, more than 60
different sphingoid bases (differing by their length, saturation,
hydroxylation, or branching [10]) and more than 300 different
oligosaccharide chains have been characterized [11]. GSLs are
divided into two main categories: the glucosphingolipids and
galactosphingolipids [12].

Glucosylceramide (GlcCer) occupies a central position in the
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Fig. 1. Schematic view of glucosylceramide metabolism and biological functions in mammals. Abbreviations: CDase, ceramidase; GCS, glucosylceramide synthase; GlcCerase,
glucosylceramidase (GBA1, GBA2, or GBA3); SK, sphingosine kinase; SMase, sphingomyelinase; SMS, sphingomyelin synthase.
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metabolism of many GSLs. Indeed, ninety percent of mammalian
GSLs are GlcCer-based [13]. GlcCer may be elongated with addi-
tional carbohydrate residues resulting into a large variety of com-
plex sugar moieties and distinct GSL series, characterized by
specific oligosaccharide motives. Therefore, GlcCer represents the
core structure of many thousands of structurally different GSLs
including gangliosides and higher sulfatides [14]. GlcCer is abso-
lutely essential for the development of mammals. Indeed, in mice
homozygous disruption of the Ugcg gene, which encodes GlcCer
synthase, to eliminate the major pathway of GSL synthesis, results
in embryonic lethality occurring at gastrulation, that seems to be
related to enhanced apoptosis centered in the ectoderm [15].

Mammalian GlcCer differs structurally from GlcCer of plants,
fungi, flies or worms by the structure of the ceramide backbone
[16]. Mammalian GlcCer mainly contains sphingosine (d18:1), a
sphingoid base with one double bond at the C4 position in a trans
conformation, and an N-linked C16-24 fatty acid. The N-acyl chain
distribution varies among tissues or cell types depending on the
expression of six different ceramide synthases [17].

GlcCer is synthesized in the cis/medial-Golgi apparatus by the
glycosylation of ceramide, a reaction catalyzed by GlcCer synthase
(GCS, also known as UDP-glucose:ceramide glucosyltransferase)
[18,19]. This enzyme uses UDP-glucose as a donor of the sugar and
the ceramide that is preferentially transported from the endo-
plasmic reticulum (ER) to the cytosolic leaflet of the cis-Golgi by a
still unclear, ceramide transport protein (CERT)-independent
pathway [20,21]. Human GCS is encoded by UGCG mapped to
9qg31 chromosomal region [22]. It is a transmembrane protein,
composed of 38-kDa monomers organized as dimers or oligomers,
that has its catalytic site facing the cytosol, where newly produced
GlcCer can be recognized by the four-phosphate adaptor protein 2
(FAPP2) [23]. How is then GlcCer transported to the lumen of the
Golgi for further glycosylation and how FAPP2 precisely controls
GSL biosynthesis, is still a matter of debate [24,25]. Also, whether
cytosolic and lumenal membrane pools of GlcCer play distinct
functions is unclear. For instance, van Meer and coworkers have
proposed that, in pigment cells GlcCer is required for the forma-
tion of a functional protein coat on the cytosolic surface of the
vesicles that bud from the trans-Golgi network to transport newly
synthesized enzymes to melanosomes, where synthesis of
melanin occurs [26]. They further suggested that GlcCer (or gly-
colipids) can lower lumenal pH by stimulating the proton pump,
and, as a result, be involved in protein sorting and melanosome
biogenesis [27].

Newly synthesized complex GSLs are then transported to the
outer leaflet of plasma membranes by vesicular exocytosis.
Following endocytosis or phagocytosis, they reach the endosomes-

lysosomes where their catabolism predominantly takes place by
stepwise removal of the oligosaccharide moiety [28]. With regard
to GlcCer, its degradation occurs in the lysosomes by a specific
glucosylceramidase, but can also be catalyzed in other compart-
ments by non-lysosomal glucosylceramidases.

3. Glucosylceramidases

In mammalian cells, GlcCer can be degraded to glucose and
ceramide by three distinct hydrolases: the lysosomal GBA1 and the
non-lysosomal GBA2 and GBA3 enzymes (Table 1). A fourth
enzyme, the lactase-phlorizin hydrolase (EC 3.2.1.62/108), which is
expressed in the small intestine, will not be discussed here as its
in vivo ability to hydrolyse dietary GlcCer has not been convincingly
documented [29].

3.1. Lysosomal glucosylceramidase

3.1.1. Enzyme structure and properties

Acid B-glucosidase or glucosylceramidase (GlcCerase; p-gluco-
syl-N-acylsphingosine glucohydrolase; glucocerebrosidase; EC
3.2.1.45) is a peripheral membrane protein that hydrolyses the f-
glucosidic linkage of GlcCer in lysosomes but also some synthetic -
glucosides [30]. It requires saposin C and negatively charged
phospholipids for optimal hydrolytic activity against GlcCer [31]. It
is a member of the glycoside hydrolase family 30 [32]. Quite
intriguingly, it could also catalyze the formation of cholesteryl-§-
glucoside [33].

GlcCerase is encoded by the GBAT gene, located at 1q21 and
which comprises 11 exons [34—36]. Like other lysosomal proteins,
GlcCerase is synthesized on ER-bound polyribosomes; it enters the
ER through the signal recognition particle, accompanied by leader
peptide cleavage and N-linked glycosylation on four asparagine
residues (N58, N98, N185 and N309) [37]. When correctly folded,
the enzyme is transported to the Golgi network and then targeted
to the lysosomes by a non-canonical (mannose 6-phosphate
receptor-independent) pathway that is mediated by the binding
to the lysosomal integral membrane protein LIMP-2 [38]. Such a
binding already occurs in the ER. In the more acidic prelysosomal
compartments (late endosomes), GlcCerase dissociates from LIMP-
2 and becomes membrane associated in the lysosome [38]. How-
ever, this sorting mechanism has been challenged: lysosomal tar-
geting of GlcCerase may indirectly involve the cation-independent
mannose 6-phosphate receptor, that would bind GlcCerase and
LIMP-2 to form a heterotrimeric complex [39]. Very recently, novel
observations on mouse liver lysosomes and embryonic fibroblasts
have been published that argue against a mannose 6-phosphate-

Table 1
Main characteristics of mammalian glucosylceramidases.
Enzyme Gene Protein Enzyme properties Human gene
Name Synonyms, alternative ~ Name Chromo- Length Tissue distribution Subcellular Substrates Optimum defect
names somal (AA) localization pH
location
Acid B- Acid B-glucosidase; Acid GBA1 1q21 536 Ubiquitous Lysosomal  GlcCer; glucosyl- 4-5 Gaucher disease

glucosylceramidase
Non-lysosomal
B-glucosylceramidase

B-glucocerebrosidase
Bile acid B-glucosidase; GBA2 9p13 927
B-glucosylceramidase 2

Cytosolic B-glucosidase Klotho-related protein; GBA3 4pl15 469

membrane sphingosine

Brain, heart, skeletal ER, Golgi, Bile acid conjugates; 5.5—6.5 Inherited
muscle, kidney and  plasma GlcCer cerebellar
placenta membrane ataxia
and spastic
paraplegia
Liver, small intestine, Cytosol Flavonoid 6—7 nd
glycosides;

KLrP spleen, kidney

C6-NBD-GlcCer

Abbreviations: AA, amino acids; ER, endoplasmic reticulum; C6-NBD-GlcCer, 6-[N-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)Jamino]hexanoyl-glucosylsphingosine; nd, not described.
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dependent lysosomal sorting of LIMP-2 and GlcCerase [40].

Mature GlcCerase contains 497 amino acids with five N-glyco-
sylation sites. Indeed, glycosylation is required to form catalytically
active conformer and the occupancy of the first N-glycosylation site
is essential to the activity [41]. Analysis of its crystal structure has
allowed a better understanding of GlcCerase function [42—44]. The
enzyme contains three non-contiguous domains, the catalytic site
being located in domain III, a TIM barrel. Site-directed mutagenesis
and modeling experiments suggest (or confirm) that residue E235
is the catalytic acid/base (proton donor) and E340 the nucleophile
[42—46]. GlcCerase proceeds by a two-step catalytic mechanism.
First, a nucleophile residue attacks the O-glycosidic anomeric
linkage at C1; this is followed by protonic donation from acid/base
catalyst to the ceramide-glucosidic bond. Ceramide is then released
and the enzyme—glucosyl complex is formed. Data based on crystal
structures of GlcCerase bound to N-alkyl-deoxynojirimycins (see
below) suggest two possibilities in the first step [47]. Whereas the
commonly accepted view is that the nucleophilic attack on the
anomeric carbon is direct, an alternative mechanism suggests that,
because of steric hindrance, the hydrolysis of the glycosidic bond
must proceed through a carbenium ion intermediate [47]. The
deglucosylation step involves the addition of water to the enzy-
me—glucosyl complex in a base-catalyzed process assisted by an
acid/base catalyst to release B-glucose while regenerating the acid
of the acid/base and the nucleophile. The cavity for the water
molecule seems to reside near the catalytic residue E235, a location
equivalent to that found in other glycosidases.

GlcCerase can be inhibited by irreversible inhibitors, including
conduritol B-epoxide (1,2-anhydro-myo-inositol), cyclophellitol
and conduritol B aziridine [48,49]. Conduritol B-epoxide has been
used both to understand the structure of the enzyme active site (it
covalently binds to E340) and to mimick Gaucher disease (GD) by
inducing GlcCer storage in cultured macrophages, bone marrow
mesenchymal stem cells or animals [44,50—53]. GlcCerase can also
be inhibited by competitive inhibitors such as poly-
hydroxypiperidine alkaloids deoxynojirimycin (DNJ), some N-
alkylated DNJ analogues, and castanospermine, isofagomine ana-
logues, and aminocyclitols (such as B-valienamine, B-validamine
and N-alkyl derivatives of B-valienamine) [54].

3.1.2. Inherited defects affecting lysosomal glucosylceramidase
Deficient activity of GlcCerase is responsible for GD, the most
prevalent lysosomal disease [55]. It is an inborn lipid storage dis-
order, with autosomal recessive inheritance. GD is characterized by
storage of GlcCer in cells of the reticulo-endothelial system of the
liver, spleen and bone marrow (so-called Gaucher cells). GD has
been divided into three different clinical subtypes. The most com-
mon form representing 95% of GD is the adult chronic non-
neuronopathic type 1 disease (MIM# 230800) with onset in
childhood or adulthood, characterized by hepatosplenomegaly,
anemia, thrombocytopenia, and bone lesions. The most severe form
is the infantile, acute neuronopathic type 2 disease (MIM#
230900), with severe visceral and neurological involvement in
early infancy and death by early childhood. The third form is the
juvenile subacute neuronopathic type 3 (MIM# 231000) charac-
terized by central nervous system involvement in adulthood [56].
GD results from pathogenic GBA1 mutations. About 350
different mutations have been reported to date, most of them (75%)
being missense mutations [57]. Some GBA1 mutations are preva-
lent. The very common so-called N370S mutation (c.1226A > G,
p.Asn409Ser) is found in the Ashkenazi Jewish population and is
associated exclusively with type 1 disease [58]. The most common
mutation among the non-Jewish population is the so-called L444P
mutation (c.1448T > C, p.Leud483Pro), that predisposes to the
development of the neuronopathic form when in homozygosity

[59]. Homozygosity for the D409H mutation (c.1342G > C,
p.Asp448His) is associated with valvular heart disease, oculomotor
apraxia but no visceral involvement [60]. Some GBA1 mutations
result in a misfolded GlcCerase enzyme, which becomes retained in
the ER and not efficiently transported to the lysosome [57]. It is thus
retrotranslocated to the cytoplasm, and undergoes poly-
ubiquitination and proteosomal degradation. The degree of its ER-
associated degradation correlates with the GD severity [61].
Despite much progress in knowledge of the GlcCerase and Saposin
C (see below) structures, the impact of some GBA1 mutations on
enzyme (dys)function remains to be explained. Nevertheless, the
genotype of GD can partially provide guidance as to the nature of
disease progression, and to prognostic significance for families [56].
GD is rare with an overall frequency of about one in 50 000 live
births in a predominantly White population of European origin, but
frequent in Ashkenazi Jews where the frequency reaches one in 800
live births [56,62].

Different animal models of GD have been developed to study GD
(for a review, see Ref. [63]). These include a chemically-induced
mouse model, Gbal-knockout (Gba’/') mice, and mouse models
harboring Gbal point mutations. Conditional GD mice have also
been developed, to restrict the Gbal disruption to hematopoietic
and endothelial cells, or to the central nervous system. A fish
(medaka) model, resembling human neuronopathic GD with pro-
gressive neuronal loss and microgliosis, has just been reported [64].

Currently, treatment of GD is based on enzyme replacement
therapy (ERT). This treatment is based on the systemic injection of
an active GlcCerase, initially purified from human placenta,
nowadays recombinant (produced in mammalian or plant cells).
ERT is very efficient on the visceral manifestations of the disease: it
improves cytopenia, reduces liver and spleen enlargement and
bone lesions. A second therapeutic option is a substrate reduction
therapy using orally-administered drugs (miglustat or eliglustat
tartrate) that decrease the biosynthesis of GlcCer through inhibi-
tion of GCS [65,66]. An advantage of these drugs is their ability to
penetrate the central nervous system. Further options for the
treatment of GD include pharmacological chaperone therapy (for
selected GBA1 mutants) and gene therapy.

A variant GD phenotype may also result very rarely from mu-
tations of the prosaposin gene, PSAP [67,68] (MIM#610539). This
gene encodes a precursor protein the proteolytic cleavage of which
releases Saposin C, a key activator of lysosomal GlcCerase [69].
Saposin C allows a reversible and pH-dependent interaction of the
enzyme with the GlcCer substrate embedded in vesicles containing
anionic phospholipids [70,71]. How exactly the sphingolipid is
transferred from Saposin C to GlcCerase is still unclear. In one hy-
pothesis (solubilizer model), Saposin C extracts the lipid from the
bilayer in a soluble complex and then dissociates from the mem-
brane to form a complex with GlcCerase. According to the second
hypothesis (liftase model), Saposin C remains bound to the mem-
brane and forms a complex with GlcCerase which cleaves the
exposed GlcCer headgroup [69].

Genetic defects in LIMP-2 (SCARB2 gene) are not responsible for
a GD phenotype but a severe autosomal recessive disorder known
as action myoclonus-renal failure syndrome (MIM# 254900) [72]. It
associates progressive myoclonic epilepsy with storage material in
the brain, and focal glomerulosclerosis with reduced GlcCerase
activity in fibroblasts [73]. LIMP-2 could serve as a modifier in GD
[74].

Recently, GlcCerase deficiency has also been implicated in Par-
kinson disease (PD), a common neurodegenerative condition
characterized by resting tremor, akinesia, rigidity, and postural
instability, caused by selective degeneration of dopaminergic
neurons within the substantia nigra pars compacta. An interna-
tional multicenter study analysed the genotype and phenotype of
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more than 5000 patients with PD, and found an odds ratio of 5.43
for any GBA1 mutation, in PD patients versus controls [75]. It is now
accepted, from the results of several international studies, that a
GBA1 mutation is the highest risk factor for the development of PD.
Analysis of brains from patients with GBA1l-associated parkin-
sonism has shown numerous synuclein-positive inclusions, similar
to brainstem-type Lewy bodies found in PD. Lewy bodies are round
eosinophilic inclusions in neuronal perikarya, resulting from
abnormal processing and accumulation of a-synuclein, a small
presynaptic protein found in both soluble and membrane-
associated fractions of the brain. The abnormal accumulation of
a-synuclein insoluble aggregates in neurons or glial cells defines
the oa-synucleinopathies comprising PD, dementia with Lewy
bodies, and multiple system atrophy. What is the pathophysiolog-
ical link between GlcCerase and a-synuclein metabolism? Hy-
potheses include a gain of toxic function due to GBA1 mutations
that would promote a-synuclein aggregation, and an enzyme loss-
of-function with GlcCer accumulation affecting a-synuclein pro-
cessing and clearance, which would in turn inhibit the activity of
GlcCerase [76,77].

3.2. Bile acid $-glucosidase (non-lysosomal glucosylceramidase)

Bile acid B-glucosidase, also known as GBA2 (EC 3.2.145), is a
non-lysosomal B-glucosidase. The absence of accumulation of
GlcCer in most of other cell types than macrophages in GD, despite
a severe deficiency of lysosomal GlcCerase, had suggested an
alternative pathway of catabolism. Indeed, a distinct B-glucosidase
also active towards GlcCer could be demonstrated in GD cells [78].
Subcellular fractionation analysis revealed that this enzyme is not
located in lysosomes but at the cytosolic surface of the ER and/or
Golgi [79,80]. In the model of GlcCer transport by FAPP2 to the ER,
where GlcCer is then flipped to the ER lumen, GBA2 would be close
to the site of GlcCer formation and may control GlcCer availability
for complex GSL synthesis.

GBA2 was initially purified and characterized from human liver.
Bile acid 3-0O-glucosides synthesized in human liver microsomes
were the only natural substrates suspected for GBA2, which was
thus named bile acid B-glucosidase [81]. The protein which con-
tains 927 amino acids [82] is encoded by the GBA2 gene located on
chromosome 9p13.3. The optimum pH of the enzyme ranges be-
tween 5.0 and 6.4 (Table 1). The enzyme is activated by divalent
metal ions, and requires phospholipids for optimal activity. In
humans, GBA2 is ubiquitous and mRNA is mainly expressed in
brain, heart, skeletal muscle, kidney, and placenta; minor levels are
found in liver, spleen, small intestine, lung, and very low levels in
colon (without mucosa), thymus and peripheral blood leukocytes
[82]. In mice, Gba2 mRNA is present ubiquitously, with high levels
in testis, brain and liver [9]. Gba2-deficient mice do not exhibit any
abnormal bile acid metabolism (questionning the role of the
enzyme towards bile acids) but accumulate GlcCer in the testes,
which may explain the observed male infertility [9]. Indeed,
microscopic analysis of sperm cells reveals large round heads
(globozoospermia), abnormal acrosomes, and defective mobility
[9]. GlcCer also accumulates in the brain and liver of these knockout
mice but without neurological symptoms, organomegaly, or
reduction in lifespan [9]. The same Gba2-deficient mice exhibit a
transiently delayed liver regeneration after two-third partial hep-
atectomy, associated with decreased serum levels of IL-6 and TNF
and reduced activation of STAT-3 [83]. These findings led to the
suggestion that GBA2 (and possibly its GlcCer substrate) regulates
growth factor signalling during liver regeneration [83].

At variance with previous statements, GBA2 can be time-
dependently inhibited by conduritol B-epoxide (the GBA1 inhibi-
tor) [84]. It can also be potently inhibited by iminosugars such as N-

butyldeoxygalactonojirimycin [84] and some adamantane hydro-
phobic derivatives [85,86].

Mutations in the GBA2 gene have recently been identified in
patients with hereditary spastic paraplegia (pyramidal motor
neuron dysfunction, mental impairment, cataract, hypogonadism
in males associated with various degrees of corpus callosum and
cerebellar atrophy) as well as in cases of autosomal-recessive
cerebellar ataxia with spasticity [87—89]. This is consistent with
the implication of GBA2 in central nervous system development as
also indicated by the abnormalities in motor behavior and axonal
outgrowth of motoneurons in GBA2-knockdown zebrafish [87,90].

3.3. Klotho-related protein (GBA3)

Human cytosolic B-glucosidase, also known as Klotho-related
protein (KLrP, GBA3, EC. 3.2.1.21) is an enzyme belonging to the
glycoside hydrolase family 1 that is able to hydrolyse a wide variety
of substrates with a B-p-glucose (or another sugar) moiety linked to
a hydrophobic group [91,92]. It is a soluble protein present in the
kidney, liver, spleen, intestine and lymphocytes of mammals. Its
optimum pH is around 6.5. In humans, the enzyme has significant
activity towards many common dietary xenobiotics including gly-
cosides of phytoestrogens, flavonoids, simple phenolics and cyan-
ogens [93], suggesting a role in xenobiotics metabolism. KLrP is also
capable of degrading artificial substrates such as C6-NBD-GlcCer
(but also C6-NBD-GalCer) in the presence of conduritol B-epoxide
at neutral pH. KLrP should thus be defined as a B-glycosylcer-
amidase rather than a B-glucosylceramidase [94]. Natural GlcCer
appears to be a substrate for GBA3 as demonstrated by elevation of
GlcCer levels in GBA3-silenced (by siRNA) cells [94]. However, this
notion has recently been challenged [95]. Not only the intracellular
GlcCer content remained unchanged after treatment of cells with a
new inhibitor specific for GBA3, but also a common truncation of
the GBA3 gene had no impact on the severity of patients with GD.
The X-ray structure of KLrP and site-directed mutagenesis revealed
that, quite similarly to GBA1, KLrP contains a (f/«)8 TIM barrel in
which E165 and E373 could function as an acid/base catalyst and a
nucleophile, respectively [94].

4. Glucosylceramide synthesis and cancer

Pioneering studies by Cabot and coworkers demonstrated
increased cellular levels of GlcCer in several multidrug resistant
(MDR) cell lines (including breast cancer MCF-7-AdrR, vinblastine-
resistant epidermoid carcinoma KB-V-1, and ovarian adenocarci-
noma NIH:OVCAR-3 cells) [96]. An alteration of GlcCer metabolism
was suggested, in particular an accelerated GlcCer synthesis,
because the rate of GlcCer breakdown in these experiments was not
attenuated. A comparable increase in GlcCer content was also
documented in human tumor specimens [97]. Drugs such as
tamoxifen, verapamil, or cyclosporin A, which can reverse the MDR
phenotype, markedly decrease GlcCer levels. Similarly to the action
of PPMP (1-phenyl-2-palmitoylamino-3-morpholino-1-propanol),
a pharmacological inhibitor of GCS, inhibition of GlcCer synthesis
by tamoxifen is correlated with its ability to resensitize MDR cells to
chemotherapy [98]. Remarkably, overexpression of GCS in wild-
type MCF-7 breast cancer cells resulted in strong resistance to
adriamycin and ceramide, as compared to unmodified cells [99].
GCS overexpression in several cancer and leukemia cell lines could
confer resistance to doxorubicin, TNF, daunorubicin, or C6-
ceramide [99—102]. Reciprocally, GCS expression in various can-
cer cell lines displaying a MDR phenotype was 2—4-fold higher
than in their sensitive counterparts [103,104]. Also, reduction of
GCS expression by siRNA or antisense oligonucleotides, or phar-
macological inhibition of GCS could restore sensitivity of resistant
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cancer cells to several anticancer agents [105,106].

In vivo tumorigenesis experiments have supported the concept
for a beneficial role of GCS attenuation. Indeed, pretreatment of
melanoma cells with distinct GCS inhibitors did not affect their
viability or proliferation rate in vitro but reduced or delayed tumor
formation [106]. Similar results were obtained after implantation of
melanoma cells that are genetically-deficient for GCS, or after oral
administration of the GCS iminosugar inhibitor OGT2378 to tumor-
bearing mice [107]. These effects were attributed to the depletion of
(immunosuppressive) gangliosides both in the tumor and the host
tissues. A model of MDR tumor xenografts, generated by the
inoculation of NCI/ADR-RES cells into athymic mice, also showed
that silencing GCS can lead to reduced tumor growth and increased
sensitivity of these tumors to doxorubicin [ 108]. However, this GCS-
associated drug resistance may be cell type-dependent since the
sensitivity of some other cell lines to doxorubicin or CD95 remained
unaffected upon changes in GCS expression [109,110].

Moreover, clinical observations correlate with in vitro studies. In
patients, the increased expression of GCS seems to be an indicator
of poor prognosis in breast, urinary, lung or ovarian cancers and
leukemia [111,112]. In breast cancer, analysis of microarray data in a
cohort of 1681 tumors showed that GCS expression was associated
with a positive estrogen receptor status, lower histological grading,
low Ki67 levels and ErbB2 negativity [113]. Another study reported
that GCS is overexpressed in metastatic as compared with non-
metastatic breast cancer, and in estrogen receptor-positive breast
tumors [111]. GCS expression also correlated with HER2 in estrogen
receptor-negative breast cancers. In another recent study of 196
cases of invasive ductal breast cancer, GCS expression correlated
with high estrogen receptor and low HER-2 status [114]. In bladder
cancer (75 samples), a high GCS expression, assessed by immuno-
histochemistry, was associated with lymph node invasion, reduced
mean overall 5-year survival and reduced mean disease-free sur-
vival times [112]. In patients with lung cancer, GCS expression was
significantly up-regulated in non-small cell lung cancer and asso-
ciated with poor differentiation, lymph node or distant metastasis,
and chemotherapy resistance [115]. In 65 leukemia patients, an up-
regulation of GCS as well as MDR1 and Bcl-2 (as detected by RT-
PCR) was observed in the drug-resistant group compared with
the drug-sensitive group [116]. A further example is renal cell
cancer in which transcriptional profiling identified GCS among a
subset of overexpressed genes defining a “metastatic signature”
[117].

How GCS and/or GlcCer modulate drug resistance is not well
understood. Agents that elevate endogenous ceramide levels or
short-chain ceramides are able to increase GCS mRNA and enzyme
activity [118,119]. Moreover, chemotherapy (doxorubicin) is able to
promote GCS expression via the Sp1 transcription factor [120,121].
Overexpression of P-glycoprotein (P-gp), the ABCB1 transporter
encoded by MDRI1, confers resistance to multiple drugs such as
Vinca alkaloids, anthracyclines, epipodophyllotoxins and taxol
[122]. P-gp is a transmembrane protein, expressed physiologically
in various tissues, that functions as an energy-dependent pump to
efflux a variety of structurally unrelated hydrophobic cytotoxic
molecules [123]. Short chain-ceramide (C8-ceramide) or short-
chain GlcCer (C8-GlcCer) are able to increase MDR1 transcript
levels and P-gp expression [123]. However, coadministration of a
GCS inhibitor and short-chain ceramide can block MDR1 up-
regulation, suggesting that GlcCer could participate in this up-
regulation [124]. Several cancer cell lines exhibited a parallel in-
crease of GlcCer levels, GCS mRNA, GCS protein, P-gp and drug
resistance [108]. In addition, silencing GCS could repress MDR1
expression and sensitize drug-resistant cancer cells. Conversely,
ectopic expression of GCS in an ovarian cell line (OVCAR-8) with
low levels of GCS and P-gp, resulted in an up-regulation of MDR1

expression and an enhancement of P-gp efflux activity through a
cSrc and B-catenin signalling pathway [108]. Mechanistically, these
events were linked to a GCS-mediated increase in globo series GSLs
(such as Gb3 and Gb4) in membrane glycolipid-enriched micro-
domains leading to cSrc activation, increase in nuclear B-catenin
and (possibly by binding of the Tcf4 transcription factor) subse-
quent activation of the MDR1 promoter.

5. Glucosylceramide breakdown and cancer

Expression of the GBA(1—3) genes has been examined in mul-
tiple malignancies; however, no uniform or unequivocal picture has
yet emerged from these transcriptomic analyses (see Supplemental
Table). For instance, while there is a general down-regulation of all
three GlcCerases in colorectal cancers, GBA1 is rather overex-
pressed and GBA2 underexpressed in breast cancer. Expression
levels of GBA1 and GBA3 are low in leukemia and kidney carci-
nomas, respectively. Nevertheless, as discussed below, significant
observations point to a link between GlcCerases, GlcCer and cancer.
Most of our knowledge focuses on GBA1.

5.1. Lysosomal glucosylceramidase and cancer

5.1.1. Malignancies in gaucher disease

Multiple reports have highlighted the association between
cancer and inherited GBA1 deficiency. Indeed, the occurrence of
hematologic disorders and particularly B-cell or plasma cell ma-
lignancy as multiple myeloma (MM), acute or chronic leukemia,
Hodgkin's disease in GD was first reported in case reports and small
case-series [125—130]. In 1982, a causative link between accumu-
lation of GlcCer and cancer was postulated. Lee et al. found several
tumors in 239 GD patients [131]. Polyclonal gammopathy with
hypergammaglobulinemia as well as monoclonal gammopathy of
undetermined significance (MGUS, a pre-malignancy condition
predisposing to MM) were observed in GD patients, in 41% and 19%
respectively [132,133]. Enzyme substitution (ERT) might actually be
beneficial on the occurrence and severity of gammopathies in GD
patients [133,134].

The risk of malignancies in GD patients compared with a control
population has been investigated in six cohorts (see Table 2). The
first study in 1993 showed an increased risk of cancer of 3.6 and a
14.7 fold risk of having hematologic cancer [135]. Rosenbloom et al.
studied the incidence of malignancy in 2742 GD patients from the
International Gaucher Registry and found a relative risk of 5.9 for
MM and no increase of other cancers [136]. However, the age of
patients in this cohort was less than 55 years for 84.8% of patients.
Zimran et al. studied the diagnosis of cancer in 505 patients with
type 1 GD from a single clinic [137]. Four percent of patients
developed a cancer (mainly lymphoma, myelodysplastic syndrome
and MM) with no statistically significant difference with the control
population [137]. In a Western Europe population of 131 GD pa-
tients, de Fost et al. found 14 cancers [ 138]. Compared to the general
population, they found an increased risk of 2.5 for all types of
cancer, and of 51.1 in particular for MM [138]. There was also a
statistically significant risk for hepatocellular carcinoma, even in
the absence of preexisting cirrhosis [ 138]. MGUS was also increased
at 11.4% of the population with a prevalence estimated to 1-2% in
the normal population. No difference in disease activity, spleen
status, or GD genotype in patients with or without cancer was
found [138]. The study by Landgren et al., on 1525 GD patients
among male US veterans revealed an elevated risk for non-Hodgkin
lymphoma, malignant melanoma and pancreatic cancer [139].
However, the validity of these results gave rise to discussion
because of the methodology used: GD patients were defined using
the International Classification of Diseases (ICD-8 and ICD-9CM)
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Increased risk of malignancies in patients affected with Gaucher disease.

Shiran et al., 1993 Rosenbloom Zimran et al., 2005 de Fost et al,, 2006  Landgren et al., 2007 Taddei et al., 2009
[135] et al,, 2005 [136] [137] [138] [139] [141]
Number of GD patients 48 2742 505 131 1525 403
Type of GD 1 (100%) 1(91.5%) 1(100%) 1(100%) ND 1 (100%)
2 (1.0%)
3 (5.3%)
Origin/Ethnicity of GD patients Ashkenazi Caucasian, non- Mostly Ashkenazi Netherlands (48%)  African American Ashkenazi Jewish
Jewish Jewish (22.7%)  Jewish Germany (52%) male veterans (84.6%)
Ashkenazi Jewish (88.3%)
(23.2%) White male veterans
Unreported (11.7%)
(39.8%)
Others (14.3%)
Age of GD patients at presentation 20 to 80 0-14 (25.6%) males: 38.7 48.5 White Americans:  38.9
(years) 15-44 (47%) females: 37.0 49.7
45-54 (12.2%) African Americans:
55-64 (7.5%) 46.0
>65 (7.7%)
Proportion of GD patients under ERT 0 81.7% ND ND ND 71%

Control population

Overall relative risk for cancer (in
brackets, 95% confidence
intervals)

Relative risk for the indicated
malignancy (in brackets, 95%
confidence intervals)

A community from
the same region of
residence

3.6 [1.7-7.5]

Hematologic cancers:
14.7 [5.2—41.7]

US population Entire putatively
Ashkenazi Jewish Israeli

population

Dutch population

African American
male veterans
(n=2832115)
White male veterans
(n =3 667 637)

US population

0.79 [0.67—0.94] Males: 0.6 [0.12—1.1] 2.5 [1.1-4.7] 0.91 [0.76—1.08] 1.80 [1.32—2.40]
Females: 1.4 [0.7—-2.2]
Myeloma: 5.9 ND Hematologic Non-Hodgkin Myeloma: 25 [9.17
[2.82—10.82] cancers: 12.7 [2.6 lymphoma: 2.54 —54.40]
Hematologic —37.0] [1.32—-4.88] Other hematologic
cancers: 1.23 Myeloma: 51.1 [6.2 Melanoma: 3.07 cancers: 3.45 [1.49
[0.73-1.90] —184] [1.28-7.38] —6.79]
Hepatocellular Pancreatic cancer: ~ Breast cancer: 1.84
carcinoma: 141.3 2.37 [1.13—4.98] [0.84—3.49]
[17.1-510.5] Melanoma: 2.26
[0.62—5.79]
Others: 1.54 [0.77
—2.75]

Abbreviations: ERT, enzyme replacement therapy; GD, Gaucher disease; ND, not described.

with code 272.7 and 272.2 including lipid storage disorders other
than GD (e.g., Niemann-Pick and Fabry diseases) [140]. In the
cohort study investigated by Taddei et al. in a predominantly
Ashkenazi Jewish population of 367 GD patients, 54% of them being
homozygous for the N370S mutation, the overall lifetime risk of
developing cancer was increased (relative risk, 1.8) as was the risk
of developing hematologic malignancies, and in particular MM
[141]. There was also an increased risk of breast cancer and mela-
noma [141]. A recent analysis of the pooled results from three
single-centre cohort studies yielded a relative risk of cancer of 1.7
(95% confidence interval 1.27—2.31), and an estimated relative risk
between 25.0 and 51.1 for MM and between 3.5 and 12.7 for other
hematological malignancies [142]. This overview also emphasized
the occurrence of other neoplasms in GD patients, including breast,
colon, lung, renal cell and pancreatic carcinoma, melanoma, pros-
tate cancer, basal cell carcinoma, squamous cell carcinoma, thyroid
cancer, glioblastoma, and sarcoma [142]. Whether the currently
used therapies for GD reduce the occurrence of malignancies is
unknown.

An important variability of disease severity is often seen in GD
patients, even among affected siblings harboring the same GBA1
genotype (Goker-Alpan, Hruska et al., 2005). Recently, some genes
have been proposed as modifiers in GD [143—147]. These genetic
modifiers may also participate in the emergence of cancers in GD.

5.1.2. Underlying causes of malignancies in gaucher disease
The pathophysiology of cancer development in GD is not well
understood. Two types of mechanisms might operate, both of them

relating to the GlcCerase deficiency and the ensuing catabolic
defect, i.e., the accumulation of GlcCer and/or its deacylated prod-
uct, glucosylsphingosine. The first, most commonly evoked hy-
pothesis is that the (perturbed) microenvironment in GD is
responsible for tumorigenesis. The second tenet considers that
initial steps are favored, not in the environment, but in the (future)
malignant cell per se. So far, no study has carefully evaluated these
hypotheses in cellular or animal models in the field of cancer. What
do we currently know?

- Alterations of the microenvironment

Frequently observed in GD is a general picture of immune dys-
regulation, which may play an important role in cancer/GD [148].
Indeed, the catabolism of macromolecules in lysosomes is crucial
for the correct function of the immune system, as shown by the
immune alterations in various lysosomal storage disorders [149].
Several players in the microenvironment could be implicated, such
as cytokines, CD8-positive T cells, regulatory CD4-positive T cells,
natural killer (NK) and NKT cells, tumor-associated macrophages,
dendritic cells, and also myeloid-derived suppressor cells. In GD
patients, elevated levels of some cytokines and chemokines have
been reported including IL-1B, interleukin-1 receptor antagonist,
IL-6, IL-8, IL-10, IL18, TNF, M-CSF, and pulmonary and activation-
regulated chemokine (PARC orCCL-18) [133,150—155]. However,
these and additional cytokines and chemokines may be normal or
even not detectable in some patients [133,152,154,155]. The source
of these factors is most likely the so-called Gaucher cells, which are
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alternatively activated (rather M2) macrophages that express CD68,
CD36, SIRPz, CCL18, chitotriosidase and show an heterogeneous
expression of CD163, IL-6, IL1-receptor antagonist; of note, they do
not express mannose receptors, TNF or MCP1 (also named CCL2)
[156]. The enhanced release of cytokines by Gaucher cells has been
postulated to play a key role in the high frequency of gammo-
pathies and MM in GD [154].

GD patients also exhibit an abnormal response of T lymphocytes
and a decrease of NK cells [155,157]. ¥32 T lymphocytes are also
reduced but with normal production of IFNy after stimulation
[155]. Moreover, GD patients display an important increase in
memory CD4+ T cells and a decrease in the number of peripheral
blood dendritic cells (both myeloid and plasmocytoid) [155,158]. A
reduction in the frequency of IFNa-producing plasmocytoid den-
dritic cells upon TLR9 triggering has also been described in GD
patients; this abnormality was restored after enzyme therapy [155].
Nevertheless, monocyte-derived dendritic cells from GD patients in
culture did not exhibit phenotypic or functional defects [158].

Invariant natural killer T (iNKT) cells, which participate to the
anticancer immunosurveillance, could also be implicated. The
iNKT population represents a subset of af§ T cells, with invariant
TCR alpha chain, that recognize lipid antigens bound to the non-
polymorphic CD1d molecule. Several natural GSLs, such as a-gal-
actosylceramide, isoglobotrihexosylceramide (iGb3), and glyco-
lipid antigens from some bacteria, have been identified as
potential antigens for iNKT cells. Recently, it was shown that
endogenous GlcCer provides a major TCR signal for murine and
human iNKT cells [159] (though the observed effects might be due
to some contamination by a-GlcCer [160]). Through reduced
synthesis of GlcCer, GCS silencing resulted in less self-reactivity
and lower response of iNKT cells to bone-marrow-derived-
dendritic cells in the presence of lipopolysaccharide or whole
bacteria. On the other hand, silencing the transferase that converts
GlcCer to lactosylceramide did the opposite. Elsewhere, a very
recent study identified a distinct subset of type II NKT cells of the
T-follicular helper phenotype, that recognize GlcCer [161]. Injec-
tion of GlcCer to mice led to an increase of these CD1d-restricted
cells associated with an induction of germinal center B-cells and
hypergammaglobulinemia. Whereas GlcCer may play an impor-
tant role for some NKT functions, nothing is known about a
possible relationship with increased incidence of malignancies in
GD.

Moreover, CD1d molecules are dysregulated in GD. Indeed,
monocytes from GD patients show an up-regulation of CD1d and
MHC-class II [162]. Treatment of blood mononuclear cells from
healthy donors or a monocytic (THP-1) cell line with conduritol B-
epoxide also showed an up-regulation of CD1d [162]. A similar
finding was noted using THP-1 cells differentiated into macro-
phages by retinoic acid and treated with the GBA1 inhibitor. THP-1
cells with high CD1d expression were more stimulatory for CD4+ T
cells than CD8+ T cells in coculture, suggesting a possible link be-
tween lipid storage, expression of CD1d and MHC-class II by
monocytes and chronic activation of CD4+ T cells [163]. The low
numbers of peripheral blood CD4+ T cells seen in GD patients
might be explained by a progressive exhaustion and loss of CD4+ T
cells secondary to their chronic activation. The immune dysregu-
lation seen in GD could also be related to the affected bone marrow
mesenchymal stromal cells. Such cells isolated from a GD patient
(carrying the N370S/L444P mutations) showed an increased GlcCer
level and production of IL-8, MCP1 and prostaglandin E2 [52].
Normal human mesenchymal stromal cells treated with conduritol
B-epoxide also showed an up-regulation of genes involved in pro-
teolysis, lipid homeostasis, and the inflammatory response (such as
MCP1).

In accordance with observations in GD patients or in vitro

models, animal GD models also exhibit immune dysfunction. Mice
homozygous for the L444P mutation show a multi-organ system
inflammation in liver, spleen and lung (along with elevated TNF and
IL-18 mRNA levels) with no overt GlcCer accumulation [164]. In
another model of GD (D409V/null), the increased number of mac-
rophages and dendritic cells in liver, spleen and lung was associated
with an increase of stimulatory and costimulatory molecules
(CD40, CD80, CD86, MHC-II) [165]. Activated CD4+ T cells were also
elevated in liver, spleen and lung but not in the bone marrow. In
this model, serum cytokines, including IFNy, IL-12p40, TNF, IL-17A/
F, IL-6, and TGF-B, were increased. Mononuclear cells from liver,
spleen and lung were stimulated with CD3/CD28 enhancing Th1
and Th17 cytokines [165]. Polymorphonuclear cells were also
increased in liver, spleen and bone marrow, probably due to
increased IL-17, and CXCL1 and CXCL2 chemokines. Genome-wide
transcriptome analysis of this mouse model evidenced an altered
expression of genes implicated in macrophage activation and im-
mune response. Both IFNy-regulated proinflammatory and IL-4-
regulated anti-inflammatory pathways appeared to be involved in
differential disease progression [166]. The extent of tissue GlcCer
accumulation correlated with changes in gene expression. The
increased inflammation seen in GD may also relate to a reduced IL-
10 release as observed in L444P/L444P mouse macrophages [167].
Likewise, conditional Gbal inactivation in hematopoietic and
mesenchymal stem cells resulted in a profound and organ-specific
dysfunction of immune cells affecting mainly the thymus with
impaired T-cell maturation, aberrant B-cell recruitment, enhanced
antigen presentation, and impaired egress of mature thymocytes
[168]. In an inducible model of murine GD, there was an increased
incidence of diffuse large B-cell lymphoma and monoclonal
gammopathy as compared to control mice [169]. However, lym-
phoproliferative disease is rather common in ageing mice with the
same background strain, and 2 other lymphoid (non-B non-T)
neoplasms occurred in the control group [169]. Quite surprisingly,
GD mice with lymphoma had lower GlcCer and glucosyl-
sphingosine levels than the animals without tumors [169].
Administration of a new potent and selective GCS inhibitor to this
mouse model led to a decline of the accumulated GSLs and a sub-
sequent reduction in the frequency of malignant lymphoprolifera-
tion [170].

- Alterations in the malignant cell

In the second hypothesis, facilitation of tumorigenesis in GD
could be related to the disturbed sphingolipid metabolism in cancer
cells, either because of accumulation of GlcCer (or glucosyl-
sphingosine) or because of reduced formation of ceramide, result-
ing in deleterious changes in the pro and anti-proliferative balance
(see Fig. 1). Indeed, as emphasized before, GlcCer content is
elevated in various resistant cell lines [96]. GlcCer has long been
suspected to sustain cell proliferation [171,172]. MDCK cells treated
with conduritol B-epoxide showed a time-dependent accumulation
of GlcCer accompanied by an increased cellular proliferation [173]
[174]. GlcCer and GM3 ganglioside have been found elevated in
human autosomal dominant polycystic kidney disease and in a
mouse model of this disease. Exogenous GlcCer (and lactosylcer-
amide) could also increase proliferation of kidney proximal tubular
cells [175]. Depletion of GlcCer and GM3 in rat kidney epithelial
cells by a GCS pharmacological inhibitor or siRNA, delayed cell cycle
progression in vitro and blocked progression of polycystic kidney
disease in vivo [174]. Interestingly, treatment of cancer cells with a
GCS inhibitor induced an epithelial-to-mesenchymal transition
phenotype that could be abrogated by addition of specific GSLs
[176,177]. In addition, as discussed before, GlcCer influences the
MDR phenotype and elimination of cancer cells. Incubation of
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breast cancer MCF7 and MCF7R (MCF7 adriamycin-resistant) cells
with conduritol B-epoxide was able to attenuate cytotoxicity of
daunorubicin [178]. Moreover, in a RNA interference screen to
identify genes influencing sensitivity of different cancer cell types
to chemotherapeutic agents, siRNA for GBA1 was found to promote
resistance to paclitaxel in three different cancer cell lines [179]. In
human colon carcinoma cells, GBA1 silencing prevented the
paclitaxel-induced decrease of phosphorylated Akt levels, pro-
moting cell survival [179]. Finally, exogenous GlcCer could block
assembly of NADPH oxidase 2 in response to chemotherapeutics in
glioblastoma and neuroblastoma cells [180,181].

GBA1 seems also to play an important role in the regulated
formation of ceramide through the sphingosine salvage pathway.
Indeed, the ceramide that originates from the hydrolysis of GlcCer
by GlcCerase can be further degraded to sphingosine in the acidic
compartments by acid ceramidase. Then, sphingosine can exit the
lysosome and be recycled to form ceramide through the action of
ceramide synthases. Breast cancer cells (MCF-7), treated with
phorbol esters to activate protein kinase C (PKC) presented a
decline in GlcCer level and an increased ceramide (mainly C16-
ceramide) level [182]. Silencing GBA1 decreased phorbol ester-
induced formation of ceramide by 50% and blocked degradation
of GlcCer and generation of sphingosine [182]. The other 50% of
ceramide came from acid sphingomyelinase-mediated hydrolysis
of sphingomyelin. The salvage pathway of ceramide formation (by
use of sphingosine) was suggested to involve PKC3 activation. Such
a mechanism could activate anticancer drug-induced apoptosis
[183]. Additional studies from the same group showed that this
GBA1-ceramide pathway can counteract phosphorylation (activa-
tion) of p38d and suppress the phorbol ester-induced IL-6 biosyn-
thesis [184]. This signalling pathway may explain the elevation of
the circulating levels of IL-6 seen in GD and, because of the well-
known effects of IL-6, the accompanying osteolytic lesions and
high incidence of MM. Thus, GBA1 might play important roles in
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the cancer cell by regulating proliferation, cytokine production, and
chemoresistance.

In this context, we have investigated whether the behavior of
cancer cells is affected by GBA1 deficiency. To this end, we created
a cellular model of GD in a melanoma cell line. After transfection
of human A375 melanoma cells with shRNA directed against GBA1,
and puromycin-mediated selection, several melanoma clones
were isolated. Two A375 clones (Ash1l end Ash2) showed a
decrease in GBA1 protein expression and acid B-glucosidase ac-
tivity (Fig. 2A and B). In the absence (or in the presence of low
concentrations) of bovine serum, the number of viable cells in
two-dimensional culture was higher for the GBA1-depleted clones
(Fig. 2C), suggesting that a reduced GBA1 activity may help cancer
cells to survive under stressful conditions. Of note, in three-
dimensional agar culture the clones with reduced GBA1 expres-
sion formed loosened aggregates that were less delimited than the
spheroids formed by control clones (Fig. 2D), possibly because
enhanced migratory properties. As previously discussed, these
effects might be related to a higher GlcCer and/or lower ceramide
content in the clones with reduced GBA1.

A further hypothesis regarding the link between GBA1, GD and
cancer relates to protein misfolding/aggregation and a-synuclein, a
key protein implicated in the pathogenesis of PD. Indeed, GBA1
mutations and possibly alterations of GlcCer metabolism are
implicated in the development of PD (see section 3.1.2). The mo-
lecular links between GD and PD becomes better understood
[185,186], pointing to some similarities with cancer. Moreover,
there is an epidemiological association between PD and melanoma
[187]. a-Synuclein, a primary neuronal protein, is expressed in a
variety of brain tumors as well as peripheral cancers, including
ovarian, breast, colorectal tumors and melanoma. Growth of B16
melanoma and mammary gland adenocarcinoma (E0771) cells is
enhanced in transgenic mice expressing the human A53T a-synu-
clein form [188,189]. Moreover, overexpression of a-synuclein in
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Fig. 2. Effect of GBA1 silencing on the growth of A375 human melanoma cells. Untransfected (Un) and shRNA-transfected (pool Ash and clones Ash1, Ash2, Ash3, Ash4, Ash5 and
Ash8) cells were tested for: A, the expression of GBA1 by Western blot; B, the enzyme activity of GlcCerase against a fluorogenic substrate (n = 3); C, the cell viability (as measured
by the MTT test) after 3 days in culture in the presence of varying concentrations of serum (n = 5); and D, the ability to form spheroids. For the latter experiments, 96-well-plates
were precoated with DMEM medium containing 5% agarose. Then, 3000 cells suspended in DMEM containing 10% serum were overlaid onto the precoated wells. After 6 days
incubation at 37 °C in 5% CO, atmosphere, spheroids were photographed. Representative pictures of three independent experiments are shown. Asterisks indicate significant
differences between Ash1 or Ash2 clones and Ash5 or Ash8 clones (*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001).
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B16 melanoma and breast adenocarcinoma cells enhanced prolif-
eration [189]. Finally, the ER-associated protein degradation pro-
cess might also play a role in GD-associated oncogenesis because
the mutant ER-retained GlcCerase might occupy E3 ubiquitin li-
gases, that are normally involved in the degradation of oncopro-
teins which in turn would accumulate [57].

5.2. Non-lysosomal glucosylceramidase and cancer

A transcriptomic study in multiple melanoma cell lines revealed
a decreased level of GBA2 expression as compared to normal
melanocytic cells [190]. GBA2 activity was also lower in melanoma
cells than in melanocytes. Inducible expression of GBA2 in human
A375 melanoma cells led to enhanced GlcCer breakdown and cer-
amide (C16:0 and C24:0) formation, and resulted in significant in-
hibition of melanoma cell proliferation in vitro, but also in vivo
when injected subcutaneoulsy into nude mice [190]. The induced
expression of GBA2 triggered an ER-specific unfolded protein
response that causes apoptosis in melanoma cells [190]. The
observed effects of GBA2 were due to its catalytic activity. This
report not only provided evidence for the role of GlcCer breakdown
as a source of a biologically-active ceramide, but also evidenced for
the first time, the ability for GBA2 to modulate the cell life/death
switch.

5.3. Klotho-related protein and cancer

Very little is known about the role of this enzyme in cancer.
Analysis of GBA3 expression in three patients with renal cell car-
cinoma showed that tumor tissues expressed lower mRNA levels
than non-tumor regions [191]. Gene expression profiling of intes-
tinal metaplasic lesions from patients, which are precursors of
gastric cancers, identified GBA3 among the top 25 genes that were
significantly up-regulated [192] (see also Supplemental Table). Of
note, silencing of GBA3 in human colon carcinoma cells promoted
resistance to paclitaxel and attenuated mitotic arrest [179].

6. Concluding remarks

Several sphingolipids, including ceramide and sphingosine 1-
phosphate, have already been identified to play crucial roles in
various steps of oncogenesis such as cancer development, pro-
gression or chemotherapeutic responses. GlcCerases and their
substrate have emerged as further important players in cancer. By
far, much more has been learnt about GBA1 than the other putative
GlcCerases. This is due to prior abundant knowledge about this
lysosomal enzyme and the corresponding lysosomal storage dis-
order, GD. However, a number of issues as to the functions of
GlcCerases in cancer still remain to be definitely addressed. For
instance, are their effects solely related to changes in the intracel-
lular content of their substrate or product (and independent of
structural changes of the enzyme protein)? How degradation of
GlcCer by a given GlcCerase influences cell functions? Do the effects
strictly depend on the subcellular localization of the GlcCerase?
Which sphingolipid (i.e., GlcCer or a GlcCer-derived metabolite)
actually mediates the cell responses? What is the molecular link
between lysosomal GlcCerase, GD (and PD) and neoplasms? Solving
these questions will undoubtedly help understand the enigmatic
role of sphingolipid metabolism in cancer and possibly open novel
strategies to fight cancer.
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Abstract Monogenic defects of sphingolipid biosynthesis
have been recently identified in human patients. These en-
zyme deficiencies affect the synthesis of sphingolipid precur-
sors, ceramides or complex glycosphingolipids. They are
transmitted as autosomal recessive or dominant traits, and
their resulting phenotypes often replicate the abnormalities
seen in murine models deficient for the corresponding en-
zymes. In quite good agreement with the known critical roles
of sphingolipids in cells from the nervous system and the
epidermis, these genetic defects clinically manifest as

Communicated by: Jean-Marie Saudubray

Presented at the Workshop “Diagnostic approach, and classification of
IEM affecting the synthesis and catabolism of complex lipids” in Paris,
France, June 14-15, 2013.

L. Astudillo - F. Sabourdy * N. Therville - B. Ségui *

N. Andrieu-Abadie - T. Levade

Centre de Recherches en Cancérologie de Toulouse (CRCT), Institut
National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM)
UMR1037, Team n 4, CHU Rangueil, BP 84225, 31432 Toulouse,
France

L. Astudillo + F. Sabourdy * N. Therville - B. Ségui

N. Andrieu-Abadie - T. Levade

Equipe Labellisée Ligue Nationale Contre le Cancer 2013, Centre de
Recherches en Cancérologie de Toulouse (CRCT), Université de
Toulouse, Toulouse, France

L. Astudillo
Service de Médecine Interne, CHU Purpan, Toulouse, France

F. Sabourdy - T. Levade (<)

Laboratoire de Biochimie Métabolique, Institut Fédératif de
Biologie, CHU Purpan, Toulouse, France

e-mail: thierry.levade@inserm. fr

H. Bode - T. Hornemann

Institute for Clinical Chemistry, University Hospital Zurich and
Center for Integrative Human Physiology, University of Zurich,
Zurich, Switzerland

neurological disorders, including paraplegia, epilepsy or pe-
ripheral neuropathies, or present with ichthyosis. The present
review summarizes the genetic alterations, biochemical
changes and clinical symptoms of this new group of inherited
metabolic disorders. Hypotheses regarding the molecular
pathophysiology and potential treatments of these diseases
are also discussed.

Abbreviations

ARCI Autosomal recessive congenital ichthyosis

deoxyCer 1-deoxy-ceramide

deoxySa 1-deoxy-sphinganine

deoxymetSa 1-deoxymethyl-sphinganine

deoxySL 1-deoxy-sphingolipid

HSAN Hereditary sensory and autonomic neuropathy
MRI Magnetic resonance imaging

S1P Sphingosine 1-phosphate

SL Sphingolipid

SPT Serine-palmitoyltransferase

Introduction

Sphingolipids (SLs) are ubiquitous lipids found in all mam-
malian cell membranes, including myelin, as well as in the
plasma lipoproteins. They form a very diverse family of lipid
molecules, the backbone of which is ceramide, i.c., a long
chain sphingoid base that can be N-acylated by a variety of
fatty acids. Addition of a hydrophilic headgroup at the C1
position of ceramide results in the formation of three major
complex SLs, the ubiquitous sphingophospholipid
sphingomyelin, the myelin-specific galactosphingolipids,
and the vast group of glycosphingolipids, including ganglio-
sides (see Fig. 1). During the last 25 years, many SL molecules
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Fig. 1 Schematic view of the subcellular compartmentalization of ceramide
and glycosphingolipid biosynthesis. The de novo pathway for the production
of ceramide occurs in the endoplasmic reticulum and starts by the condensa-
tion of serine and palmitoyl-CoA, to generate ketosphinganine, which is then
reduced to sphinganine. Then, the sphingoid base is acylated by ceramide
synthases to form dihydroceramide. A final desaturation reaction produces
ceramide. The sphingosine that is released by the action of ceramidases (e.g.,
lysosomal ceramidase) on the ceramide derived from the degradation of
complex SLs can also be acylated by ceramide synthases. Transport of
ceramide to the Golgi is followed by its conversion either to sphingomyelin
or glucosylceramide. Stepwise addition of distinct sugar or sialic acid

have been recognized as critical regulators of numerous biolog-
ical and physiological functions. Such roles are mediated by the
fact that SLs are key structural membrane constituents and/or
bioactive lipids or even second messengers. The importance of
SLs in health and disease had actually been appreciated earlier
through the study of lysosomal storage disorders. These meta-
bolic diseases are characterized by inherited defects of SL deg-
radation within the endosomal-lysosomal system (Futerman and
van Meer 2004; Cox and Cachon-Gonzalez 2012). The resulting
accumulation of undegraded SLs often manifests as severe neu-
rodegenerative diseases, although some lysosomal SL storage
disorders (also) present with visceral disturbances.

Very recently, a new group of monogenic disorders have
emerged that are caused by mutations in the genes encoding
enzymes of SL biosynthesis. Together with the phenotypic
changes seen in mouse models harboring a disruption in the
corresponding genes (for recent reviews on murine models of
genetic defects of SL metabolism, see (Sabourdy et al 2008;
Xu et al 2010)), these new human conditions highlight the
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molecules leads to the synthesis of neutral glycolipids and gangliosides.
(The conversion of glucosylceramide to ceramide by GBAZ2 is presented here
as a potential pathway for producing ceramide in the endoplasmic reticulum.)
The genes encoding the main enzymes discussed in the text are indicated in
red (When mutations are known to cause human disease) or green (when no
mutations are reported). Note that all metabolic pathways are not indicated
here. For instance, the 2-hydroxylation of fatty acids prior to their incorpora-
tion into (dihydro)ceramide is not shown. Abbreviations: Cer, ceramide;
DHCer, dihydroceramide; ER, endoplasmic reticulum; GlcCer,
glucosylceramide; LacCer, lactosylceramide; KSa, ketosphinganine; Palm-
CoA, palmitoyl-CoA; Sa, sphinganine; SM, sphingomyelin; So, sphingosine

biological functions of SLs. Here, the clinical presentation of
this newly identified class of human metabolic defects is
reviewed. Possible pathogenic mechanisms linking abnormal
SL synthesis, tissue dysfunction and symptoms are discussed.

Biosynthesis defects with neurological involvement
Peripheral neuropathy

One of the best documented SL synthesis disorder is a rare
inherited sensory and autonomic neuropathy (HSAN), which is
characterized by a defect in the very first step of SL metabolism.
HSANS are a group of clinically and genetically heterogeneous
peripheral neuropathies. They can be subdivided into five clinical
entities, which are all characterized by the progressive loss of pain
and temperature sensation spreading from the distal limbs. The
most common HSAN form is type I (HSAN1, OMIM#605712
and #605713), which in contrast to the other HSANs shows an
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autosomal dominant trait of inheritance. Clinically, it can be
discriminated from the other subtypes by a late onset (typically
between the 2nd and 4th decade), a slow progression, character-
istic tissue complications like plantar ulcers predominantly affect-
ing the lower limbs and lancinating pain attacks (Dyck 1993).

Mutations in five different genes (SPTLC1, SPTLC2, ATLI,
RAB7A and DNMT]1) have been linked to HSAN1 (Rotthier
et al 2012). However, the majority of HSANI mutations were
found in the genes SPTLC1 and SPTLC2, which encode for
two subunits of the enzyme serine palmitoyltransferase (SPT).
Mutations in SPTLC1 were the first which could be conclu-
sively linked to HSAN1 (Bejaoui et al 2001; Dawkins et al
2001), and genetic screenings of HSAN patients in the UK
confirmed that mutations in SPTLC1 are also the most frequent
cause for HSAN1 (Davidson et al 2012).

Typically, SPT catalyzes the condensation of palmitoyl-CoA
and L-serine which is the first and rate limiting step in the de
novo synthesis of SLs (Hanada 2003). A common feature of all
HSANI1 mutants is a shift in the substrate specificity of SPT.
Besides L-serine, the mutant SPT can also metabolize L-alanine
and glycine as alternative substrates. This forms a novel category
of atypical 1-deoxy-ceramides (deoxyCer). The condensation of
palmitoyl-CoA with L-alanine and glycine results in the forma-
tion of 1-deoxy-sphinganine (deoxySa) and 1-desoxymethyl-
sphinganine (deoxymetSa), respectively. In contrast to regular
ceramides, deoxyCer are devoid of the C1 hydroxyl group which
abrogates their conversion into complex SLs but also their deg-
radation by the canonical catabolic pathway (Zitomer et al 2009;
Penno et al 2010). DeoxyCer are neurotoxic and interfere with
cytoskeletal dynamics (Cuadros et al 2000; Zuellig et al 2014).
Addition of deoxySa to primary sensory neurons prevented
neurite formation in a dose-dependent manner while differenti-
ated neurons showed a dose-dependent neurite retraction and a
destruction of cytoskeletal structures in the presence of deoxySa
(Penno et al 2010). Elevated deoxyCer levels are consistently
found in plasma of HSANI patients and correlate with the
disease severity (Laurd et al 2012). Up to now, seven mutations
in SPTLC1 (SPTLC1 p.C133W, p.C133Y, p.C133R, p.V144D,
p.A352V, p.S331F, and p.S331Y) and five mutations in SPTLC2
(SPTLC2 p.V359M, p.G382V, p.T409M, p.I504F, and
p-A182P) were linked to HSAN1 (Bejaoui et al 2001; Dawkins
et al 2001; Rautenstrauss et al 2009; Rotthier et al 2009; Rotthier
et al 2010; Auer-Grumbach et al 2013; Murphy et al 2013).
Further mutations and polymorphisms in SPT were reported but
are not yet conclusively linked to a disease (e.g., SPTLCI
p-A310G) (Davidson et al 2012).

Typically, HSANI is characterized by a late disease onset,
slow progression and primarily sensory deficits. However,
there is a considerable clinical heterogeneity in the time of
onset and the severity of the symptoms, even for patients with
the same mutation or within the same family.

In particular, patients with mutations at position SPTLC1
p.S331 present with a very severe phenotype. In this variant,

first symptoms are already observed in early childhood and
comprise considerable motor involvement, global hypotrophy,
developmental retardation, vocal cord paresis, anhydrosis, ju-
venile cataracts, and severe respiratory problems. Up to now
four patients with mutations in SPTLCI1 p.S331 were reported
Rotthier et al (2009); Rotthier et al 2011; Auer-Grumbach et al
2013; Suh et al 2014). In three cases, a Ser331Phe substitution
(p.S331F) was found (Huehne et al 2008; Rotthier et al 2009;
Rotthier et al 2011; Suh et al 2014) and in one case a S331Y
exchange (Auer-Grumbach et al 2013). All mutations occurred
de novo and were absent in unaffected family members.
Besides symptomatic interventions like ortheses, orthopedic
footwear, and optimized wound care to treat chronic ulcers and
prevent osteomyelitis, there is currently no treatment for HSAN1
available. However, it was shown that the pathological deoxyCer
formation can be efficiently suppressed by an oral supplementa-
tion with L-serine (Garofalo et al 2011). HSAN1 mice which
received an L-serine enriched diet (10 % w/w) showed a reduc-
tion of plasma deoxyCer levels by up to 95 % and did not develop
neurological symptoms until the end of the study (20 months)
(Garofalo et al 2011). This beneficial effect was further corrobo-
rated in a pilot study with 14 HSAN1 patients who received L-
serine either at low (200 mg/kg/d) or a high (400 mg/kg/d) dose
for ten weeks (Garofalo et al 2011). Within six weeks the
deoxyCer levels normalized in both groups and increased again
after the termination of the treatment. Neurological improvements
were not systematically assessed during this first study. However,
patient testimonies reported an improved sensation (hand tin-
gling, increased menstrual cramps), improved wound healing,
and also improvements in the autonomous functions
(anhydrosis). The efficacy of an oral L-serine supplementation
as a treatment for HSANI is currently further tested in a placebo
controlled two-year clinical study which started in July 2013
(http://clinicaltrials.gov/show/NCT01733407).

Epilepsy

Deficient activity of two enzymes of SL synthesis results in a
clinical picture dominated by epilepsy: GM3 synthase and
ceramide synthase 2. Of note, defects of the GM2/GD2 syn-
thase also lead to seizures (see below Paraplegia and ataxia).

ST3GALS mutations

The Amish epilepsy syndrome (OMIM#604402) is an autoso-
mal recessive infantile-onset symptomatic epilepsy syndrome
first described in eight children from two families with a com-
mon ancestor of the Old Order Amish population (Simpson et al
2004). The first symptoms, noted between the ages of 2 weeks
and 3 months, consisted of severe irritability along with poor
feeding, vomiting and failure to thrive. Seizures started within
the first year of life, with generalized tonic-clonic seizures but
also other types of seizures. Concomitantly, a profound
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developmental stagnation with intellectual disability was noted.
Non-purposeful arm movements have a choreoathetoid compo-
nent. Children are hypotonic with reduced or absent upper limb
reflexes and deterioration of visual function with some optic
atrophy occurs (Farukhi et al 2006). Electroencephalograms
ultimately showed multifocal epileptiform discharges
superimposed on diffuse slow background activity. Brain mag-
netic resonance imaging (MRI) initially showed no structural
abnormalities, but studies at older ages showed diffuse atrophy.
However, in some patients, MRI showed occipital white matter
abnormalities and significant cortical atrophy, mainly in the
occipital visual cortex (Fragaki et al 2013).

The severity of the disease varies significantly; one patient
was reported to have deafness (Fragaki et al 2013). Patients
also present with abnormally pigmented skin (see section
Biosynthesis defects with skin involvement) (Wang et al 2013).

Mutations of ST3GALS are also responsible for an auto-
somal recessive neurocutaneous syndrome combining hyper
and hypo-pigmented skin maculae called ‘salt-and-pepper’
syndrome, facial dysmorphism (midface hypoplasia,
microcephalia, prominent lower face), scoliosis associated
with severe intellectual disability, seizures, choreoathetosis,
spasticity, and abnormal electrocardiogram with nonspecific
conduction changes (Boccuto et al 2013).

The pathogenesis of infantile-onset epilepsy syndrome is a
nonsense mutation in exon 6 of ST3GALS (SIAT9) responsi-
ble for a loss of function of GM3 synthase. This mutation
affects a domain between two sialyl motives of the protein
and abolishes enzyme activity. As a consequence, the patient’s
plasma showed a lack of GM3 and its downstream biosynthet-
ic derivatives, and a reciprocal increased level of
lactosylceramide as well as intermediates of the globoside
(Gb4) and paragloboside pathways. Dysfunction of the respi-
ratory chain and increased apoptotic death have also been
described in patient’s fibroblasts (Fragaki et al 2013). In addi-
tion, GM3 synthase-deficient fibroblasts exhibit reduced pro-
liferation and migration in response to EGF (Liu et al 2008), an
observation consistent with the known ability of GM3 to
modulate signaling through multiple membrane receptors.

The ‘salt-and-pepper’ syndrome was due to a mutation in exon
7 of ST3GALS that renders the mutant protein unstable (Boccuto
et al 2013). Alterations of the glycolipid composition in patient’s
fibroblasts were associated with a shift toward greater sialylation
of O- and N-glycans of glycoproteins. Comparable biochemical
changes were seen in zebrafish embryos after St3gal5 knock-
down; these morphants did not show a particular phenotype but
increased apoptosis of neural crest cells (Boccuto et al 2013).

Mouse models of disrupted GM3 synthase have been de-
scribed. Mutant mice exhibit impaired neuropsychological be-
havior, display enhanced ligand-induced insulin receptor phos-
phorylation with increased insulin sensitivity and are protected
from high-fat diet-induced insulin resistance (Yamashita et al
2003; Niimi et al 2011). Another model of St3gal5 knockout
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mice shows complete hearing loss due to selective degeneration
of the Corti organ (Yoshikawa et al 2009).

CERS?2 mutations

Ceramides are essential and ubiquitous components of the eu-
karyotic membranes. The enzymes involved in the synthesis of
all major ceramide species have recently been identified.
Ceramide synthases produce dihydroceramide from
sphinganine by N-acylation of the sphingoid base. There are
six human ceramide synthases, encoded by the CERS genes,
that can be distinguished according to their tissue specificity and
the chain length of their preferentially used acyl-CoA (Pewzner-
Jung et al 2006; Teufel et al 2009; Levy and Futerman 2010;
Mullen et al 2012). Very recently, a de novo heterozygous
deletion of CERS2 has been reported in an adult patient with
progressive myoclonic epilepsy (OMIM#606920) (Mosbech
et al 2014). This patient presented with generalized tonic-
clonic seizures since the age of 10, but also with ataxia, dysar-
thria, and photosensitivity. Despite a 50 % reduction of CERS2
transcript, protein and enzyme activity, patient’s fibroblasts
showed decreased very long chain (but increased long chain)
ceramides. CerS2 is a ubiquitously expressed ceramide syn-
thase. Homozygous disruption of Cers2 in mice results both to
a hepatopathy and an encephalopathy (Imgrund et al 2009;
Pewzner-Jung et al 2010a, b; Ben-David et al 2011). Whether
the lipid alterations seen in the patient’s fibroblasts also occur in
neurons, and whether the substrate (sphingoid bases) and/or
products of CerS2 are disease-causing remain to be investigated.

Paraplegia and ataxia

Three genetic defects affecting SL metabolism and leading to
spastic paraplegia and/or ataxia have been described.

B4GALNTI mutations

Such mutations account for an autosomal recessive form of a
spastic paraplegia, SPG26 (OMIM#601873). The clinical pic-
ture is a progressive weakness and spasticity affecting the
lower and, in some cases, the upper extremities. Gait difficul-
ties appear from 2 to 19 years of age. The severity is variable.
Reflexes are increased with the presence of Babinski sign. The
disease is accompanied by a moderate cognitive impairment,
cerebellar signs, sensory neuropathy, pseudobulbar dysarthria,
extrapyramidal signs, emotional lability, and psychiatric
symptoms. Some patients present seizure activity, bladder
disturbances, scoliosis, cataracts, pes cavus, and strabismus.
EMG shows an axonal sensory or motor neuropathy in many
patients. Brain MRI remains normal or, after long disease
durations, shows cortical atrophy, subcortical atrophy and/or
white matter hyperintensities on FLAIR sequence (Wilkinson
et al 2005; Boukhris et al 2013).
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The B4GALNT1 gene encodes beta-1,4-N-acetyl-
galactosaminyltransferase 1, that synthesizes the GM2 and
GD2 gangliosides (see Fig. 1). Different mutations have been
reported in European and North African patients (see Table 1),
which are expected to lead to the accumulation of at least
G[M/D/T]3 gangliosides. As a matter of fact, patients’ fibro-
blasts lacked GM2 and accumulated GM3 (Harlalka et al
2013). Whether the disease manifestations are related to these
changes or to the reduction of the major brain complex gan-
gliosides is still unknown.

Mice lacking GM2/GD2 synthase activity have been gener-
ated (Takamiya et al 1996; Sheikh et al 1999; Chiavegatto et al
2000). These animals do not have major histological or behav-
ioral abnormalities; nonetheless, gait disturbance and tremor
have been reported. The higher brain levels of GM3 and GD3
might compensate for the lack of complex gangliosides.

GBA2 mutations

Mutations of the GBA2 gene were initially reported in ten
Tunisian patients presenting with autosomal recessive cerebel-
lar ataxia (OMIM#609471) (Hammer et al 2013). The clinical
presentation is a progressive cerebellar ataxia with onset during
childhood or early adulthood. Some patients have head tremor.
Pyramidal syndrome is observed with spasticity of the lower
limbs. A more or less severe axonal sensory or sensory-motor
neuropathy was also observed. In most cases, cerebral and
spinal MRI is normal except one case with a global atrophy.
All the patients described were homozygous for nonsense
mutations, responsible for a severely truncated protein, or a
substitution (p.R873H) within a conserved region.

Three more patients from a consanguinous Cypriot family
were recently described (Votsi et al 2014). Their clinical
presentation was dominated by a spasticity of the lower limbs
with gait disturbances. Pes cavus and tendon contractures
along with spontaneous extensor plantar response were noted.
Pyramidal signs were present associated with nystagmus at
the initial stage. Spasticity progressed to the upper limbs,
truncal and neck muscles with weakness in the lower limbs,
along with spastic dysarthria, dysphagia, and urinary inconti-
nence. Patients became wheelchair bound within 20-25 years
from disease onset. Cerebellar symptoms were present and a
mild cognitive impairment appeared, together with hearing
loss and oculomotor apraxia at the advanced stages. MRI
found marked cerebellar atrophy in the three patients.
Electrophysiologic evaluation found minimal sensory axonal
neuropathy at advanced stages of the disease. The missense
mutation (p. D594H) that was identified alters a highly con-
served amino acid.

At variance with the above cases, some patients with
GBA2 defects present with a hereditary spastic paraplegia
(SPG46). Eleven patients of four families (Tunisian,
Belgian, Turkish, and Portuguese) were described with a

spastic paraplegia that started in infancy or childhood
(Martin et al 2013). Cerebellar ataxia, cataract, and mild
mental impairment were also present in all individuals.
Some patients presented hearing loss, axonal neuropathy,
and bilateral testicular hypotrophy associated with severe
spermatozoid head abnormalities. A further family with a
homoallelic GBA2 mutation (p. G683R) resulting in spastic-
ity, mild cerebellar signs, and moderate eyelid ptosis has just
been described (Citterio et al 2014).

Inactivation of GBA2 in the zebrafish induces morpholog-
ical phenotypes with abnormal embryonic development of
caudal region and motility defects, as well as impaired out-
growth of spinal neuron axons (Martin et al 2013). In mice,
disruption of the Gba2 gene is responsible for
globozoospermia and male infertility (Yildiz et al 2006), as
observed in some of the patients described above, but no
neurological symptoms or reduction in lifespan. How (and
which) perturbations of S metabolism explain the cellular
pathology is still unknown.

For clinical practice, diagnosis of GBA2-related autosomal
recessive cerebellar ataxia or spastic paraplegia could be first
based on determination of GBA2 enzymatic activity as
fluorogenic substrate-based assays are available.

FA2H mutations

FA2H encodes for an enzyme that introduces a hydroxyl
group at the C2-position of fatty acids. The corresponding
hydroxylated fatty acyl-CoAs are incorporated by ceramide
synthases (CerS) into SLs, especially but not exclusively
myelin-specific SLs such as galactolipids (Hama 2010).
Homozygous FA2H mutations are associated with a more or
less rapidly progressive neurological disorder
(OMIM#611026) characterized by white matter degeneration
that may present with spastic paraplegia (SPG35), leukodys-
trophy or neurodegeneration associated with brain iron accu-
mulation. The disease appears quite heterogenous. Clinical
manifestations start after the age of 3, and include spastic
paraparesis, gait disturbance, dystonia, and late mental deteri-
oration. Some patients exhibit dysarthria, ataxia, dysmetria,
and seizures. MRI of the brain has revealed bilateral T2
hyperintensity in the cerebral white matter, and hypointensity
in the globus pallidus in those patients with iron deposition.
The reported mutations affect one of the two critical func-
tional domains of the fatty acid 2-hydroxylase: a N-terminal
cytochrome b5-like heme-binding domain and a C-terminal
catalytic domain consisting of four transmembrane domains
that anchor the enzyme into the ER membrane. There is no
clear genotype—phenotype correlation. In good agreement
with the phenotype observed in mouse models with disrupted
Fa2h (Zoller et al 2008; Potter et al 2011), this human neuro-
logical disorder, which does not manifest before the age of 3,
underlines the requirement of 2-hydroxygalactolipids not for
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myelin formation but for maturation and/or long-term main-
tenance of myelin.

Whether early supplementation of the diet with 2-hydroxy
fatty acids can represent a potential therapeutic strategy re-
quires investigation.
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Retinitis

The CERKL (ceramide kinase-like) protein shares 29 % iden-
tity and 50 % similarity with human ceramide kinase (Tuson
et al 2004), an enzyme that converts ceramide into ceramide 1-
phosphate. CERKL mutations are associated with a group of
inherited retinal dystrophies, which were first identified as
retinitis pigmentosa from the RP26 family (Tuson et al
2004) and more recently as cone rod dystrophy (Aleman
et al 2009) (OMIM#608381). The disease is characterized
by primary dysfunction or loss of cone photoreceptors and
then of rod photoreceptors. Patients present with a progressive
loss of central vision, visual field constriction, and nyctalopia.
Various degrees of severity can be observed even in the same
family (Bayes et al 1998; Aleman et al 2009).

CERKL is mainly expressed in human retina, kidney, lung
and pancreas. In murine retina, Cerkl is preferentially
expressed in the ganglion cell layer, and to a lesser extent in
photoreceptors and the inner nuclear layer (Tuson et al 2004;
Garanto et al 2012). Although CERKL contains a conserved
lipid kinase domain, its substrate is still unknown and all
attempts to demonstrate its kinase activity have failed.
However, CERKL seems undoubtedly linked to SL. metabo-
lism as a “knock-down” mouse model that only retains 35 %
of Cerkl transcription showed an obvious decrease of the
retinal SL content (Garanto et al 2013). While CERKL can
bind glucosyl or galactosyl-cerebrosides and sphingomyelin,
its precise role remains elusive.

There is no animal model perfectly mimicking the human
phenotype and no full Cerkl knock-out could be engineered. A
first mouse lacking exon 5 did not show any phenotype
because the gene modification only affected some Cerkl iso-
forms (Graf et al 2008). The second mouse model lacked the
proximal promoter and exon 1 (Garanto et al 2012). This led
to a partial (65 %) reduction of Cerkl expression in retina. No
morphological alterations of the retina could be observed, but
cellular analyses revealed a retinal stress, characterized by
gliosis and apoptosis. Moreover, alterations of the electroret-
inographic recordings underlined the functional alteration of
the ganglion cell layer (Garanto et al 2012). These results did
not perfectly fit with observations made in humans but sug-
gested a protective role towards retinal neurons for Cerkl. A
knockdown zebrafish model showed abnormal eye develop-
ment with lamination defects, failure to develop photoreceptor
outer segments, increased apoptosis of retinal cells and small
eyes (Riera et al 2013). These data support the role of

dystonia, dysarthria,

Retinitis pigmentosa
Spastic paraplegia,
ataxia

Main symptoms

Age of disease onset

15-20 years
3-6 years

R235C, F2368, P323L,

L140fs, K200X, M253fs,
R257X, T260fs, C362X,
¢.238+1G>A, ¢.847C>T
L77R, D122Vfs, L130F,
R154C, Y170X, Y170C,
E205_S346del, E230K,
P323Q, G3268S, 28kb
deletion, ¢.270+3A>T

p.ES3X, R106S, C125W,
p.D35Y, R53_158del, STOL,

Mutations

Inheritance

R
R

Cytogenetic
location
2q31.3
16923.1

CERKL

Gene
FA2H

2-hydroxylase

Impact of mutations at the protein level are indicated; however, when such effects of mutations are unclear, the nucleotide changes are indicated*, reported but not confirmed

Abbreviations: 4D, autosomal dominant, AR, autosomal recessive

Table 1 (continued)
Ceramide kinase-like

Fatty acid

Enzyme
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zebrafish Cerkl in survival and protection of the retinal tissue
rather than in proliferation and neural differentiation.

Biosynthesis defects with skin involvement
CERS3 mutations

Ceramides are particularly abundant in the stratum corneum of
the skin. These epidermal lipids exhibit peculiar structures and
play a key role in maintaining skin barrier homeostasis, pro-
tection about dessication and against microbial infection. Two
independent studies have recently identified CERS3 muta-
tions as a cause of autosomal recessive congenital ichthyosis
(ARCI; OMIM#615276). The CERS3 gene is mainly
expressed in the skin and testis (Mizutani et al 2006). Eckl
and collaborators identified a German consanguineous family
with ARCI associated with the p.W15R substitution in CerS3
(Eckl et al 2013). One of the affected girls presented at birth an
extreme ectropion at eclabium with collodion membrane.
Then, she exhibited a moderate lamellar ichthyosis, scaling
of the scalp and a pronounced keratotic lichenification with
prematurely aged appearance. Light microscopy revealed
mild acanthosis and a moderate and compact
orthohyperkeratosis with hyperplastic papillomatous
epidermis.

Radner and coworkers characterized a splice site mutation
of CERS3 that causes exon 9 skipping (Radner et al 2013).
The 30-year-old Tunisian patient presented as collodion baby
at birth, with erythema, scaling, moderate hyperkeratosis, and
a premature aging aspect of hands. Analysis of the skin
showed acanthosis with thickening of the stratum granulosum,
psoriasiform epidermal hyperplasia and a delayed terminal
differentiation of keratinocytes. Four additional Tunisian pa-
tients were affected with a contiguous gene deletion (100 kb)
syndrome involving exon 13 of CERS3 and ADAMTSI17.
These patients presented a combination of the above
ichthyosiform phenotype and the symptoms of Weill-
Marchesini-like syndome due to ADAMTS17 mutations.

CerS3 is an ER integral protein that exhibits two motifs, a
homeobox domain and a TLC domain (residues 130-331)
containing the active site (Kageyama-Yahara and Riezman
2006). The p.W15R mutation affects a rather conserved motif
of ~30 residues in the N-terminal domain of CerS3, that leads
to impaired enzyme activity. The amount of the mutant
CERS3 transcript was midly decreased in patient
keratinocytes. The synthesis of CerS3, which normally local-
izes at the interface between stratum granulosum and stratum
corneum, was slightly reduced in the patient’s skin.
Expression of involucrin, loricrin, filaggrin, and epidermal
lipoxygenases was upregulated, while that of structural pro-
teins of basal and suprabasal keratinocytes was unchanged.

@ Springer

CerS3 is believed to specifically synthesize ceramides with
ultra long (C=26) acyl chain length. Lysates of keratinocytes
from the patient reported by Eckl et al failed to produce C26-
ceramide (Eckl et al 2013). Mass spectrometry analysis of
ceramides in terminally differentiating keratinocytes from the
p-W15R patient revealed a lack of non-hydroxylated and w-
hydroxylated ceramides with C26:0 and longer fatty acyl
chains.

The loss of CerS3 function and subsequent lack of these
ceramides likely result in disturbed epidermal differentiation
and premature keratinization. Consistent with the above find-
ings, the splice mutation identified by Radner and colleagues
affected the TLC domain and led to undetectable CerS3
protein and a marked reduction of very long chain ceramides
(Radner et al 2013). Hence, these observations indicate the
important role of CerS3 and ultra long chain ceramides in
human skin barrier function.

Mice with a disrupted (exon 7 deleted) Cers3 gene exhib-
ited skin defects consistent with the corresponding human
condition but showed a more severe phenotype than human
patients (Jennemann et al 2012). These mutant mice die within
the first hours after birth. They show unwrinkled and erythem-
atous skin, and defective skin barrier function against water
loss and pathogen invasion. The epidermal lipid composition
of these animals is drastically impaired, with a loss of
ceramides with C226 ceramides, likely responsible for the
non-functional cornified lipid envelope.

The ichthyotic patients with CERS3 mutations received
classical treatments, including baths and supportive emol-
lients. Based on the above defects, one could speculate that
topical application of specific ceramides (i.e., containing very
long acyl chains) may ameliorate the phenotype.

ST3GALS mutations

A majority of patients with the Amish epilepsy syndrome
linked to GM3 synthase deficiency exhibit hyperpigmented
macules on the dorsal part of hands and feet, but also in other
locations (Wang et al 2013). The frequency of the macules
seems to correlate with age. Some patients also show patches
of skin depigmentation. These cutaneous changes are not
associated with the severity or particular phenotype of the
neurologic disease.

Other phenotypes

The histo-blood group antigens P1PK are glycosphingolipids
present on red blood cells and other tissues. A4GALT encodes
the Gb3 synthase involved in the synthesis of the P¥ (or Gb3/
CD77) and P1 antigens (Keusch et al 2000; Kojima et al 2000;
Thuresson et al 2011). Of note, synthesis of the P1 antigen is
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linked to a polymorphism occurring in exon 2a of A4GALT
(Thuresson et al 2011). P¥ is then converted by the Gb4
synthase, encoded by the B3GALNTI gene, into P antigen
(or Gb4) (Hellberg et al 2002). While A4GALT mutations
lead to the rare “p phenotype”, in which the P, P, and P1
antigens are missing (Furukawa et al 2000; Steffensen et al
2000), mutations in B3GALNT! induce the P* phenotype
lacking P antigen (Hellberg et al 2002). Naturally occurring
antibodies directed against the missing antigens cause hemo-
lytic transfusion reactions. Furthermore, a high incidence of
miscarriage has been reported among women with those phe-
notypes. Elsewhere, as those antigens act as receptors for
pathogens such as HIV, parvovirus or E. coli, the p and P
phenotypes can confer resistance to infections (Lingwood et al
1987; Brown et al 1993; Lund et al 2009).

The peculiar p.Q211E mutation that occurs in Gb3 syn-
thase alters the substrate specificity and gives rise to the
synthesis of the NOR antigens (Suchanowska et al 2012).
NOR-positive individuals apparently do not show any morbid
symptoms, but their erythrocytes are agglutinated by most
human sera, creating a risk of complications during transfu-
sion of NOR erythrocytes. So far, the rare NOR
polyagglutination syndrome has only been described in two
families (Harris et al 1982; Kusnierz-Alejska et al 1999).

An A4galt-deficient mouse was engineered which does not
produce any glycolipids of the globo-series (synthesized from
Gb3) (Okuda et al 2006). These mice were resistant to
verotoxin injection and allowed to identify Gb3 and its deriv-
atives as the unique receptors for this toxin in vivo.

Concluding remarks

The importance of SLs in health and disease is acutely dem-
onstrated by the devastating consequences of their disturbed
catabolism in lysosomal storage diseases. Newly identified
human genetic defects in the SL biosynthesis pathway further
highlight the critical role of this lipid family. It can reasonably
be anticipated that additional novel inherited deficiencies of
SL synthesis will be discovered. These recently delineated
conditions often resemble the phenotypes described so far in
genetically-engineered mice. Such animal models and the cell
lines derived from the human patients bearing these gene
defects represent unique tools to investigate SL metabolism
and functions. Nevertheless, the molecular bases underlying
the pathophysiology of these disorders are still enigmatic.
Except for HSAN1 where the abnormal sphingoid bases seem
to be the culprit, the biochemical causes of SL synthesis
defects remain to be elucidated. Whether tissue dysfunction
and symptoms are due to insufficient production of one or
more SL (or perhaps some SL molecular species), accumula-
tion of a precursor or a toxic metabolite requires investigation.
Deciphering these pathophysiological bases will undoubtedly

guide us toward therapeutic options for this new class of
metabolic disorders.
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Sphingolipids comprise a wide variety of molecules containing a sphingoid long-chain base that can be N-acylated.
These lipids are particularly abundant in the central nervous system, being membrane components of neurons as
well as non-neuronal cells. Direct evidence that these brain lipids play critical functions in brain physiology is
illustrated by the dramatic consequences of genetic disturbances of their metabolism. Inherited defects of both
synthesis and catabolism of sphingolipids are now identified in humans. These monogenic disorders are due to
mutations in the genes encoding for the enzymes that catalyze either the formation or degradation of simple
sphingolipids such as ceramides, or complex sphingolipids like glycolipids. They cause varying degrees of central
nervous system dysfunction, quite similarly to the neurological disorders induced in mice by gene disruption of
the corresponding enzymes. Herein, the enzyme deficiencies and metabolic alterations that underlie these diseases
are reviewed. Their possible pathophysiological mechanisms and the functions played by sphingolipids one can
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deduce from these conditions are discussed. This article is part of a Special Issue entitled Brain Lipids.
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1. Sphingolipids as critical brain constituents

Sphingolipids (SLs) represent one major category of lipids [1], being
present in all mammalian cells and lipoproteins. This complex and
diverse family of lipid molecules share a common backbone formed by
a long-chain sphingoid base. N-acylation of this sphingoid base results
in the formation of ceramide. Addition of a phosphate (or a phosphate
linked to choline or ethanolamine), galactose or glucose headgroup at
the C1 position leads to the formation of the major complex SL classes,
i.e., phosphosphingolipids, galactosphingolipids, and glucosylceramide
(GlcCer)-based glycosphingolipids, respectively. Since the pioneering
studies of the ‘brain chemist’ J.L.W. Thudichum 130 years ago, and as
reflected by the name of some of these lipids, SLs are recognized as
abundant elements of the nervous system (though present in all cell
types). Indeed, among total human brain lipids (which represent
approximately half of the dry weight of the brain), sphingomyelin (SM)
accounts for about 15% of total phospholipids and galactocerebrosides
for about 15% of total lipids, both of these SLs being even more abundant

Abbreviations: Cer, ceramide; CNS, central nervous system; ER, endoplasmic reticulum;
GalCer, galactosylceramide; GlcCer, glucosylceramide; MRI, magnetic resonance imaging;
SL, sphingolipid; SM, sphingomyelin
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in the white matter [2]. Together with cholesterol, galactolipids and SM
represent major lipids of myelin.

The importance of SLs in the nervous system not only stems from
their tissue concentrations but also (mainly) from their biological func-
tions. Convincing evidence has accumulated during the last two decades
that various SL molecules are bioactive lipids regulating numerous
physiological functions, including neural cell apoptosis, differentiation
and repair, dendritogenesis and neurotransmitter release (for reviews,
see [3-7]). Table 1 gives some examples of the biological effects that
SL molecules can mediate on brain cells. The importance of SLs in
brain development and homeostasis is illustrated by the alterations
that arise from dysfunctional SL metabolism. Neurological and psychiatric
disorders have been associated with abnormal metabolism of different SL
molecules; such conditions include neurodegenerative, autoimmune,
ischemic disorders, aging, and brain tumors (for reviews, see [3,8-10]).
However, the most compelling evidence that SLs are critical players for
the functions of the nervous system is undoubtedly a series of genetic
disorders that directly affect SL metabolism. These disorders are briefly
presented below.

2. Overview of sphingolipid metabolism

SLs are amphipathic lipids that typically reside within cellular
membranes. The simplest one is ceramide (as a molecule resulting
from the condensation of a fatty acid and the sphingoid base, it fits
with the classical definition of a lipid). Ceramide (Cer) is formed from
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Table 1
Examples of brain functions regulated by sphingolipids.
Bioactive SL molecule Cell type or cell line Biological effects Ref.
Sphingosine 1-phosphate (S1P) Rat hippocampal neurons Apoptosis [155]
Rat embryo astrocytes Proliferation and production of GDNF [156]
Mouse cortical astrocytes Secretion of NGF [157]
Human glioblastoma Proliferation [158]
Human umbilical vein endothelial cells Induction of angiogenesis by glioma-derived S1IP  [159]
Rat neural progenitor cells Migration [160]
Rat hypothalamic POMC neurons Reduction of food consumption and increase in [161]
energy expenditure
Human glioma stem-like cells Proliferation and stemness [162]
Sphingosylphosphocholine Bovine middle cerebral artery Vasoconstriction [163]
(lyso-sphingomyelin) Rat hippocampal (CA1 and CA3) neurons Protection from behavioral aberrations and [164]

neuronal degeneration

Rat embryo cerebral cortical neurons and mouse hippocampal cell line Increased synaptic contacts, cell proliferation and  [165]

Rat primary cortical astrocytes

Sphingosine Rat pituitary cells

Rat embryo hippocampal neurons and astrocytes

Psychosine (galactosylsphingosine)  Rat hippocampal CA3 neurons
Rat glioma
Mouse oligodendrocyte progenitor cells

Mouse cortical neurons

Human oligodendrocyte progenitor-like cells and primary rat

oligodendrocyte progenitor cells
Glucosylsphingosine Rat brain microsomes
Human cholinergic neuron-like cells
Ceramide Mouse neuroblastoma
Rat glioma
Neonatal rat brain
Human glioma

Rat cerebral venules
Mouse hippocampus

Rat glioma
Rat brain microsomes

2'-hydroxy-ceramide
Glucosylceramide

GM1 Neonatal rat cerebellar and cortical neurons

Rat striatal synaptosomes
Rat hippocampal neurons

GM2 Feline, canine and ovine cortical pyramidal neurons

clustering

Release of glutamate and TNF [166]
Inhibition of voltage-activated calcium channels [167]
Apoptosis [168]
Protection from neuronal degeneration [169]
Apoptosis [170]
Apoptosis by activation of caspases-8, 9 and 3 [83]
Inhibition of fast axonal transport [171]
Inhibition of differentiation and survival [84]
Ryanodine receptor-independent calcium [172]
mobilization

Toxicity [173]

Inhibition of cell proliferation and stimulation of ~ [174]
neurite outgrowth

Apoptosis [175]
Protection from hypoxic-ischemic injury [176]
Inhibition of proliferation and induction of [177,178]
autophagic cell death

Vasoconstriction and leukocyte-endothelial [179]
interactions

Depression-like behavior [180]
Apoptosis [181]
Ryanodine receptor-dependent calcium [172]
mobilization

Protection against glutamate and kainate [182]

neurotoxicity

Modulation of the high-affinity dopamine uptake  [183]
Regulation of AMPA receptor trafficking [184]
Dendritogenesis [185]

Abbreviations: AMPA, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid; GDNF, glial cell line-derived neurotrophic factor; NGF, nerve growth factor; POMC,

pro-opiomelanocortin; TNF, tumor necrosis factor.

smaller lipidic molecules and can be converted to structurally more
complex lipids; its degradation leads to the release of simpler molecules.
Cer can thus be viewed as a central metabolite in SL metabolism (Fig. 1).
In mammalian cells, Cer biosynthesis starts with the condensation
of a long-chain fatty acyl-CoA, usually palmitoyl-CoA, with L-serine,
followed by a reduction to produce the saturated sphingoid base
sphinganine. Addition by ceramide synthases of an acyl-CoA to
sphinganine through an amide bond leads to dihydroceramide, which
can be desaturated to form Cer. Whereas all these enzymatic steps
occur at the cytosolic surface of the endoplasmic reticulum (ER), further
metabolism of Cer takes place in other subcellular compartments except
its conversion to 3-galactosylceramide (GalCer) and ceramide-
phosphoethanolamine, which operates on the luminal side of
the ER. Of note, the fatty acyl-CoA used for GalCer synthesis is often
2-hydroxylated as a result of the action of the FA2H gene product.
After transport to the Golgi apparatus, Cer can be phosphorylated
(to generate ceramide 1-phosphate, a pro-inflammatory mediator),
or converted to ceramide-phosphocholine (sphingomyelin, SM) or
3-glucosylceramide (GlcCer). At the luminal surfaces of the Golgi
and trans-Golgi network, GlcCer gets transformed to numerous
glycosphingolipids by stepwise addition of monosaccharides and
sialic acid residues (Fig. 1; see [11,12]). The presence of a given glycolipid
profile at the cell surface depends on brain cell type and region, changes
during ontogenesis and under pathological conditions. The four major

gangliosides found in adult brain include GM1, GD1a, GD1b and GT1b
(see [13,14]).

Degradation of complex SLs occurs in distinct subcellular
compartments. While breakdown of cell surface SM and glycolipids
at the level of the plasma membrane may be activated upon certain
signals, catabolism in the endosomal/lysosomal system appears to
be constitutive and represents the major pathway. The latter allows
recycling of plasma membrane constituents after endocytosis (and
other membranes by autophagy) through sequential removal of
the hydrophilic headgroup components of SLs [note that some
glycosphingolipids that are internalized can directly recycle to the
plasma membrane or be transported via endosomal vesicles to the
Golgi for additional glycosylation [15]]. The lysosomal catabolic
pathway is catalyzed by specific hydrolases, likely acting on small
intra-endolysosomal vesicles [16]. Degradation of some SLs requires
the intervention of so-called activators, i.e., saposins and the GM2 activa-
tor. The final step of lysosomal digestion of all SLs is the cleavage of Cer by
acid ceramidase, which releases a fatty acid and sphingosine. This sphin-
gosine, as well as that arising from the breakdown of ceramide in other
compartments, can either be “recycled” by N-acylation (via ceramide
synthases) or phosphorylated. The resulting sphingosine 1-phosphate
(S1P) is a potent lipid mediator, which can be dephosphorylated or irre-
versibly degraded into products that are reused for glycerophospholipid
metabolism.
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Fig. 1. Simplified pathways of sphingolipid metabolism. The pathways that operate in human brain are depicted. Only the genes of the enzymes (and activators) that are mutated in human brain
disorders are indicated [this is why, for instance, genetic defects of the first, rate-limiting step of SL biosynthesis are not underlined here as they cause a peripheral neuropathy; similarly, the gene
encoding a-galactosidase A that cleaves Gb3 is not highlighted here as the corresponding disease can manifest as a cerebrovascular disease and small-fiber peripheral neuropathy]. Defective
pathways are denoted as red arrows. The de novo pathway for the production of ceramide starts by the condensation of serine and palmitoyl-CoA. Then, dihydroceramide is formed by addition
of an acyl-CoA (or a 2-hydroxyacyl-CoA) to sphinganine. Desaturation of dihydroceramide produces ceramide. Ceramide can then be converted to i) the main sphingophospholipid
sphingomyelin, ii) galactose-containing sphingolipids, or iii) glycosphingolipids, including gangliosides. Ceramide can also be degraded by ceramidases, releasing sphingosine and fatty acid.
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glucosyl-(1 — 1)-ceramide; KSa, ketosphinganine; LacCer, lactosylceramide (3-D-galactosyl-(1 — 4)-3-p-glucosyl-(1 — 1’)-ceramide); Palm-CoA, palmitoyl-CoA; Sa, sphinganine; Ser, serine;
SM, sphingomyelin; So, sphingosine; So1P, sphingosine-1-phosphate; Sulf, sulfatide (3-O-sulfo--p-galactosyl-(1 — 1’)-ceramide).

A number of human inherited defects of SL metabolism are known,
some of which have been identified very recently. We will describe
here only those that affect the central nervous system (CNS), and
especially the brain [so that disorders that involve the peripheral
nervous system (e.g., hereditary sensory autonomic neuropathy 1) or
the retina will not be described]. The major neurological features of
these diseases are presented in Table 2. In an attempt to get insights
into the (patho)physiological functions of SLs in the brain, the genetic
defects are presented below according to the main SL whose level or
metabolic pathway is perturbed by the inborn error.

3. Defects of ceramide metabolism

As stated above, Cer can be viewed at the crossroads of all SL
metabolic routes. Here, we will consider defects of its biosynthesis
and its catabolism.

3.1. Defects in ceramide synthases

The backbone of SLs, Cer, exhibits an amazing structural diversity.
Not only the sphingoid base structure can vary (e.g., C18 or C20) but
also the fatty acid moiety can be diverse: brain SLs contain fatty
acids ranging from C14 to C26: they are saturated or unsaturated,

non-hydroxylated or 2-hydroxylated. Six distinct human ceramide
synthases, encoded by the CERS genes, have been identified. These
enzymes exhibit both tissue-specificity and specificity for the acyl-CoA
substrate [17-20]. Two human neurological disorders have been
associated with CERS mutations.

Ahomozygous substitution (p.H183Q) in Cer synthase 1 (CERS1) has
just been identified in an Algerian family [21]. The affected members
presented with myoclonic epilepsy and cognitive decline up to dementia.
This autosomal recessive condition is likely due to the inability of the
mutant enzyme to use C18:0 and C18:1-CoAs, i.e., the preferred
substrates of this ceramide synthase isoform expressed in the brain, to
synthesize C18:0 and C18:1-(dihydro)ceramides. A pathophysiological
mechanism proposed by the authors of this report is the activation of
an ER stress response by reduced CERS1 expression, which may
subsequently underlie neurodegeneration. Quite in line with the obser-
vations in the human patients, disruption of Cers1 in mice results in an
ataxic phenotype related to Purkinje cell death [22,23]. In these mutant
animals, the brain levels of C18:0 and C18:1-ceramides (as well as
gangliosides) were reduced while the levels of sphingoid bases and
phosphorylated sphingoid bases were increased.

The case of an adult male patient harboring a CERS2 defect has also
recently been reported [24]. His clinical picture was dominated by
progressive myoclonic epilepsy. Interestingly, this patient carries a
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heterozygous deletion of CERS2, which results, at least in skin fibro-
blasts, in a partial reduction of very long chain (C24 and C26) ceramides
(and SM) but a moderate increase in long chain ceramides. Whereas
this may lead to altered membrane microdomains (and possibly
perturbed sensitivity to neurotransmitters), the reason why CERS2
haploinsufficiency leads to a neurological disorder is still unclear. In
mice, the homozygous ablation of Cers2, which exhibits a rather
ubiquitous expression, causes a severe disease involving both the
brain and visceral organs [25-28]. The demyelination, astrogliosis,
microglial activation, and myoclonic jerks seen in these mutant mice
are likely related to the decreased brain levels of C22-C24-ceramides
and, especially, non-hydroxy and 2-hydroxy-GalCer. These findings
emphasize the importance of Cers2-derived SL species in myelin
maintenance (see also FA2H defects).

Of interest is the finding that mutations in the CLN8 gene, which are
responsible for a form of neuronal ceroid lipofuscinosis, a neurodegen-
erative disorder characterized by progressive epilepsy and mental
regression, are also associated with reduced Cer and GalCer levels in
the brain of patients and mutant mice [29,30]. The CLN8 gene encodes
for an ER protein that shares domain homology with Cer synthases
[31], and which may modulate their enzymatic activity.

To sum up, defective biosynthesis of some (dihydro)Cer species
affects myelin and eventually causes seizures. Nevertheless, which SL
alteration primarily accounts for the observed neurological phenotypes
remains to be elucidated.

3.2. Defects in ceramidase action

Among the five human genes encoding ceramidases (see [32]), only
that encoding acid, lysosomal ceramidase, ASAH1, is known to underlie
human disease when mutated. At the homozygous or compound
heterozygous level, pathogenic ASAH1 mutations lead to different
symptoms, most often described under the name of Farber disease or
lipogranulomatosis [33]. The clinical spectrum of this disorder is quite
broad, including subcutaneous nodules, joint stiffness and swelling
(mimicking juvenile arthritis) and various neurological manifestations,
in particular seizures and progressive deterioration. A variant, CNS-
restricted form of the disease has recently been recognized, which
manifests as a spinal muscular atrophy with progressive myoclonic
epilepsy [34,35]. Because of the loss (or marked decrease) of acid
ceramidase activity, the undegraded Cer accumulates within cells,
tissues and body fluids (except, possibly, in case of progressive myoclonic
seizures where Cer accumulation might occur only in neurons). In
patients’ brain, storage of both non-hydroxy and 2-hydroxy-ceramides
has been documented, suggesting that part of the accumulated Cer
originates from the myelin galactolipids [33]. Further investigation
of a new mouse model for Farber disease should tell us whether
the pathological changes that accompany lysosomal Cer storage are
uniquely mediated by an abnormal cytokine response [36].

A second gene defect can account for perturbed lysosomal Cer
turnover. Some mutations in the prosaposin PSAP gene lead to a fatal
neonatal disease that features massive neuronal loss and lysosomal
storage of multiple SLs, including Cer [37-40]. The accumulation of
Cer in this disease is likely due to the loss of function of the saposin D
domain that normally serves as an activator of acid ceramidase [41,
42]. Accordingly, specific deficiency of saposin D in mice results in Cer
storage and cerebellar Purkinje cell degeneration [43].

Thus, both insufficient and excessive Cer cause brain dysfunction
with a quite comparable symptomatology in humans.

4. Defects of sphingomyelin metabolism

In agreement with studies in mice indicating that defects in either
SM synthase 1 or 2 do not induce gross abnormalities, no human disease
of SM biosynthesis has yet been reported. Only a recessive disorder due
to mutations in the SMPD1 gene encoding acid sphingomyelinase is

known. The neuronopathic form of this lysosomal disorder is called
Niemann-Pick disease type A. This severe form of acid sphingomyelinase
deficiency is characterized by a hepatosplenomegaly, and an early and
rapid neurologic deterioration leading to death generally before 3 years
of age [44]. A progressive hypotonia can be first noticed, followed by
psychomotor regression. Three SMPD1 mutations are particularly
frequent in the Ashkenazi Jewish population (p.R498L, p.L304P,
and p.F333SfsX52).

Mainly SM, but also cholesterol and sphingosylphosphocholine
(i.e., lyso-SM) accumulate in visceral tissues, lymph nodes and
the brain of Niemann-Pick type A patients [45,46]. Storage of
bis(monoacylglycero)phosphate is also evident in the liver. The
two acid sphingomyelinase-deficient mouse models [47,48] display
a neurodegenerative phenotype more or less similar to the human
disease. The brain and cerebellum are particularly affected; they
are atrophic, showing multilamellar cytoplasmic inclusions at the
ultrastructural level. Loss of Purkinje cells is obvious. SM accumulation
is seen in total brain extracts (along with GM2 and GM3) and in myelin
[49,50]. Sphingosine and sphingosylphosphocholine levels are also
increased in total brain extracts of deficient mice [51]. At the cellular
level, the SL content of neuronal and glial cell membranes is modified.
Lysosomal but also non-lysosomal membranes, including synaptic
membranes, are enriched in SM and sphingosine [49-51]. This change
of lipid membrane composition is thought to alter cell signaling (by
affecting plama membranes microdomains), neuronal polarization,
calcium homeostasis, synaptic plasticity, myelin production and
immune response (for a review, see [52]). Recently, SM accumulation
in Smpd1—/— neurons was shown to be involved in the reduced
number and size of dendritic spines [53] and to be associated with
autophagy dysfunction [54]. All these findings provide new insights
for the development of novel therapeutic strategies in addition to
enzyme replacement or gene therapy.

5. Defects of galactosphingolipid metabolism

Galactosylceramide-containing SLs, e.g. GalCer and its 3-O-sulfated
derivative, are primarily myelin constituents [2]. Of note, these lipids
characteristically contain 2-hydroxylated fatty acids. Not surprising,
therefore, is the finding that mutations in the FA2H gene impair the
formation of these myelin SLs both in humans and mice [55-59].

The hydroxylase encoded by FAZH, a gene highly expressed in oligo-
dendrocytes, produces 2-hydroxylated fatty acyl-CoAs, which are then
incorporated by Cer synthases into SLs, especially galactolipids [60].
Homozygous FA2H mutations result in different clinical phenotypes.
Some patients present a progressive extrapyramidal syndrome and
excessive iron deposition in the brain, some others with spastic paraplegia
(SPG35) complicated by cognitive decline, seizures and radiological
features of leukodystrophy. To our knowledge, no brain sample from
any of these patients has been analyzed. However, in the Fa2h-deficient
homozygous mice the brain was almost devoid of 2-hydroxy-
galactolipids, but enriched in non-hydroxy GalCer [56,59]. In these
models, myelin remains normal in young animals while demyelination
is seen in aged mice. As the human disease does not manifest before the
age of 3, this has led to the conclusion that 2-hydroxy-galactolipids
are essential for long-term maintenance rather than formation of
myelin. 2-Hydroxylation of SLs may help stabilize lateral interactions
between SLs and membrane-membrane interactions [56,60].

The impairment of the lysosomal catabolism of galactosphingolipids
leads to two severe neurological lysosomal storage diseases characterized
by progressive demyelination. Metachromatic leukodystrophy is
generally due to mutations in the ARSA gene that encodes
arylsulfatase A, the enzyme that removes the sulfate group from
GalCer [61-63]. GalCer is then hydrolyzed to Cer through the action
of -galactosylceramidase, and mutations in the GALC gene that impair
this reaction lead to Krabbe disease [64].
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Several clinical forms of metachromatic leukodystrophy are classically
described, according to the age of onset and severity of the disease. The
late infantile form is the most severe form, with symptoms occurring
between a few months to 2 years of age. Psychomotor delay is first
noticed [65], followed by an inexorable psychomotor regression
leading to gait and speech loss and then to death. Hypotonia, ataxia,
paresis, blindness and pyramidal syndrome are classically reported.
Other forms are characterized by a later onset, attenuated symptoms
and a slower course. Of note, a similar disease with late onset can be
occasionally due to saposin B deficiency (mutations in the PSAP gene),
as this saposin activates arylsulfatase A [66-68]. Sulfatides accumulate
in some visceral tissues but also in neurons, astrocytes and primarily
in oligodendrocytes of the CNS and peripheral nervous system [63,69].
Accumulation of lysosulfatide (i.e., galactosylsphingosine-3-O-sulfate)
has also been reported [70,71]. Both the storage of (lyso)sulfatides
and the lack of GalCer may account for the alterations in myelin
structure and properties. As compared to human patients, Arsa knockout
mice display a milder phenotype, limited to impaired neuromotor
coordination and deafness [72]. Demyelination is absent and the
ultrastructure of the myelin sheath is preserved, in agreement with
the lesser SL storage observed in these mice. Transgenic Arsa knockout
mice overexpressing the enzymes of galactosphingolipid biosynthesis
were engineered in order to increase sulfatide storage [73,74]. These
animal models demonstrated that the accumulation of sulfatides not
only in myelin-forming cells, but also in neurons, contributes to the
severe neurological symptomatology that can be observed in the
human disease. Nevertheless, the molecular mechanisms that lead to
demyelination remain unclear [75].

The next step of galactosphingolipid catabolism is catalyzed by the
3-galactosylceramidase. This enzyme was canonically known to convert
GalCer into Cer in the lysosome, but was shown to be also responsible
for the hydrolysis of its “lyso-derivative” galactosylsphingosine (also
termed psychosine) and of other galactolipids [76]. Mutations in the
GALC gene leads to Krabbe disease, also called globoid cell leukodystro-
phy. The onset of the infantile form often occurs before one year of age,
the presenting signs including stiffness, irritability and developmental
delay. Then, hypertonic episodes such as opisthotonos and myoclonic
seizures appear. A rapid regression follows, leading to blindness, deafness,
hypotonia and, finally, a vegetative state. Death occurs around 2 years of
age. Late infantile, juvenile and adult forms are less severe and show
highly variable and unpredictable clinical presentations and evolution.
MRI can reveal demyelination, gliosis, late-stage cerebral atrophy, or
cerebral calcifications. The twitcher mouse represents an authentic
model of Krabbe disease [77]. In humans and mice, cellular alterations
include macrophage (globoid cells) infiltration of the brain parenchyma,
loss and dysfunction of oligodendrocytes and axonal damage [78,79].
Unexpectedly, while GalCer does not accumulate in the brain neither of
Krabbe patients nor twicher mice, galactosylsphingosine clearly does,
especially in the white matter [80,81]. There is now convincing evidence
for psychosine toxicity, but the underlying mechanisms are ill-defined.
Psychosine can induce oligodendrocyte [82-84] as well as neuronal
apoptosis, and axonopathy [79]. It was also shown to act on the actin
structure of endothelial cells, inhibiting angiogenesis in the brain [85].
As already postulated for other (lyso)SLs, the accumulating psychosine
could affect the membrane microdomain architecture, and inhibit PKC
and the associated signaling pathways [86,87]. Psychosine can also elicit
oxidative stress [88,89]. Recently, it was shown to accelerate the
fibrillization of o-synuclein in neurons [90].

Saposin A is the physiological activator of B-galactosylceramidase.
Accordingly, mutations in the PSAP domain encoding saposin A result
in symptoms that are similar to Krabbe disease [91]. The phenotype of
saposin A-deficient mice is quite similar to, but in terms of symptom-
atology and SL storage, milder than that of the twitcher mouse [92].
However, a doubly deficient mouse, obtained by breeding twitcher
and saposin A-deficient mice, presented with more severe neurological
symptoms than twitcher mice, and widespread neuronal cell

death mainly affecting the hippocampus, but also the cerebral
cortex. The brain of these mice showed much greater accumulation
of lactosylceramide than the twitcher mice, suggesting that
lactosylceramide could contribute to the hippocampal neuronal
formation and maintenance [93].

6. Defects of ganglioside and glucosylceramide metabolism

Inherited deficiencies of the enzymes that both synthesize and
degrade glycosphingolipids are known. Here, only those that primarily
affect the CNS will be considered.

6.1. Defects in ganglioside biosynthesis

Deficient synthesis of GM3 or GM2/GD2 is now known to result
in human neurological disease. Loss-of-function mutations in the
ST3GAL5 gene, encoding for the sialyltransferase that synthesizes the
simplest ganglioside GM3 (see Fig. 1), cause a recessive infantile-onset
symptomatic epilepsy associated with developmental stagnation [94].
In some patients brain MRI has shown occipital white matter abnormal-
ities and cortical atrophy [95]. Abnormally pigmented skin is also
observed in some patients [96]. Other mutations, that make the GM3
synthase unstable, appear to lead to a different clinical picture: the so-
called ‘salt-and-pepper’ syndrome includes facial dysmorphism, severe
intellectual disability, seizures, spasticity, choreoathetosis and hyper-
and hypo-pigmented skin areas [97]. While no data regarding the
brain SL composition in this condition are available, the expected lack
of GM3 was found in the patients' plasma or skin fibroblasts [94,97].
This was accompanied by a reciprocal increase in the levels of
lactosylceramide and glycolipids of the globo- and neolacto-series.
Gene targeting of GM3 synthase in mice also impairs neuropsychological
behavior [98,99] or causes hearing loss [100]. Whether the increased
apoptosis observed in patient's fibroblasts [95] or neural crest cells of
zebrafish embryos after St3gal5 knockdown [97] reflects what may
happen in the CNS is unknown. In addition, whether this cell death is
triggered by the lack of GM3 (or more complex downstream
gangliosides) or the accumulation of globosides needs to be elucidated.

B4GALNT1 mutations also cause in humans an autosomal recessive
disorder characterized by a spastic paraplegia, SPG26 [101,102]. The
main feature is a progressive weakness and spasticity affecting the
lower and, in some cases, the upper extremities. Patients may also
present with a moderate cognitive impairment, cerebellar signs, sensory
neuropathy, and psychiatric symptoms. Brain MRI may reveal cortical or
subcortical atrophy. Because the B4GALNT1 gene codes for [3-1,4-N-ace-
tyl-galactosaminyltransferase 1, i.e., GM2/GD2 synthase (see Fig. 1), are-
duction in brain levels of these gangliosides is anticipated in case of
pathogenic mutations. Indeed, glycolipid analysis of patients' fibroblasts
showed a lack of GM2 and an accumulation of GM3 gangliosides [103].
Which of these changes (or additional modifications of the major brain
gangliosides) leads to the disease manifestations clearly requires further
investigation. To address this question, not only biochemical data on
patients but also novel animal models are needed. As a matter of fact,
the current murine models that lack GM2/GD2 synthase activity do not
exhibit major behavioral abnormalities [ 104-106], emphasizing possible
differences between humans and mice in ganglioside metabolism (see
also GM2 catabolism below).

6.2. Defects in ganglioside catabolism

6.2.1. Defective catabolism of GM1

GM1 (actually GM1a) is one of the major brain gangliosides in
mammals. This ganglioside and its asialo-derivative, namely GA1, are
normally degraded in the lysosomes by [3-galactosidase, an enzyme
also able to ensure the degradation of other glycoconjugates. Mutations
in the GLB1 gene lead to two distinct human diseases. While Morquio
disease type B (mucopolysaccharidosis type IV B) is dominated by
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bone abnormalities, GM1-gangliosidosis is primarily a neurological
disorder. Its non-neurological manifestations likely result from the
impaired catabolism of oligosaccharides and glycosaminoglycans.
Three forms of GM1-gangliosidosis are described according to the age
of onset [107]. The infantile form is characterized by a rapid neurological
regression leading to death within a few years. The most usual symptoms
include mental retardation and hypotonia but also visceromegaly,
macular cherry-red spots, skeletal abnormalities and coarse facial
features. The juvenile form is of intermediate severity. Psychomotor
regression occurs between 7 months and 3 years of age. Visceral and
skeletal involvements are less frequent than in the infantile form.
Hypotonia, locomotor disturbances, seizures, muscle weakness, lethargy,
and strabismus are common features. The adult form presents with
skeletal abnormalities and neurological symptoms, including gait distur-
bances, speech difficulties, dystonia and, less frequently, seizures. While
oligosaccharides accumulate in visceral organs, increased levels of GM1
and GA1 are observed in the gray matter of patients' brain [108,109].
Of note, the 3-galactosidase-deficient mice present with the main neuro-
pathological and neurochemical features of the human infantile disease
[110]. Microscopic analyses revealed vacuolization of neurons and astro-
cytes, associated with neuronal cell death, demyelination, astrogliosis
and microgliosis. How GM1 storage leads to such cellular damages
remains poorly understood. Among other hypotheses, ER stress,
mitochondria or autophagy-mediated apoptosis have been implicated
[111-114]. An inflammatory response has also been incriminated
[115]. The myelin deficit could be secondary to neuron, astrocyte and/
or oligodendrocyte dysfunctions [116,117].

6.2.2. Defective catabolism of GM2

GM2 storage diseases, namely GM2-gangliosidoses, can arise from
distinct molecular defects. Degradation of the GM2 ganglioside starts
by its cleavage by the lysosomal enzyme P-hexosaminidase A, which
catalyzes the removal of the 3-N-acetylgalactosamine residue of the
oligosaccharide moiety of the ganglioside. p-Hexosaminidase A is
composed of two subunits, a and 3, which are encoded by the HEXA
and HEXB genes, respectively. Mutations carried by either of these
genes induce GM2-gangliosidosis. In addition, the presence of a third
peptide, namely the GM2 activator protein, is absolutely needed for [3-
hexosaminidase A to ensure GM2 cleavage. Consequently, defects in
the GM2AP gene also lead to GM2-gangliosidosis.

Mutations in the HEXA gene refer to Tay-Sachs disease. This disease is
particularly frequent in the Ashkenazy Jewish and Quebec populations
[118]. The infantile form begins with mild motor weakness around 3 to
5 months of age, and startled responses to noise. Then, hypotonia,
decreased attentiveness, staring episodes and unusual eye movements
can be noticed. The presence of a macula cherry red-spot is extremely
frequent. Regression occurs from 10 months of age, with a rapid neuro-
logic deterioration, progressive visual loss, and seizures. Macrocephaly
resulting from cerebral gliosis can be seen around 2 years of age. The
disease eventually leads to a vegetative state, and death occurs between
3 and 5 years of age [119]. In the juvenile form, gait and speech
disturbances are the most common symptoms at the onset of the disease.
Incoordination, behavioral troubles, intellectual impairment, muscle
weakness, seizures and extrapyramidal signs are also commonly
observed. Disease often leads to death around the age of 15 [120]. The
adult form is linked to a residual enzymatic activity and the diagnosis is
often delayed. Patients can present with spinocerebellar ataxia or spinal
amyotrophy. Psychotic episodes are also reported [121]. In all forms,
brain imaging often reveals cerebral and cerebellar atrophy. Neurons of
the whole nervous system are swollen with storage material, consisting
in concentric lamellar structures upon ultrastructural examination
[122]. Storage also affects the astrocytes. Neuronal loss and gliosis are
observed. Ectopic dendritogenesis is another accompanying pathological
feature [123]. GM2 accumulates in the brain of Tay-Sachs patients,
primarily in the gray matter. Other gangliosides (GM1, GD1a, GD1b,
GT1b) are decreased [124-126].

Mutations in the HEXB encoding for the (3 subunit not only affect
p-hexosaminidase A (a3 heterodimer) but also -hexosaminidase B
(PP homodimer that takes part in neutral SLs and oligosaccharides
catabolism). This defect leads to Sandhoff disease [127], that is clinically
quite undistinguishable from Tay-Sachs disease except that it also
features systemic manifestations such as hepatosplenomegaly [128]
and some involvement of bones and even the heart [129]. GM2 and
GA2 accumulate in the brain, and globosides in visceral organs [127].

Hexa-deficient mice display an unexpected phenotype, with no
neurological symptoms. This is because, unlike its human counterpart,
the murine sialidase could actually ensure some conversion of GM2
into GA2 (which would be then degraded to lactosylceramide by [3-
hexosaminidase B) [130]. The Hexb knockout mouse appears as a better
model of human GM2-gangliosidoses as it exhibits a phenotype quite
similar to the human disease. Studies performed using this model
tend to incriminate neuroinflammation (microglial and astrocyte
activation) in neurodegeneration [131,132]. However, in a recent
study, correction of the GM2 storage specifically in neurons of Hexb
knockout mice was sufficient to avoid neurodegeneration and to restore
a normal motor behavior, despite the persistence of microglial and
macrophage activation [133]. This work supports the idea that neuroin-
flammation only partially contributes to neuronal cell death.

6.3. Defects of glucosylceramide metabolism

While a unique enzyme catalyzes the synthesis of GlcCer from Cer,
at least two (possibly three) enzymes cleave GlcCer by removing the
B-glucose, which represents the very last degradation step of numerous
glycosphingolipids. No genetic defect of GlcCer synthase is known in
humans but two neurological diseases are due to mutations in the
genes encoding p-glucosylceramidases.

Pathogenic mutations of the GBA gene cause Gaucher disease, the
most prevalent lysosomal storage disease. This autosomal recessive
condition is due to the deficient activity of acid 3-glucocerebrosidase
(or acid p-glucosidase), a lipid hydrolase encoded by the GBA1 gene,
mapped to 1q21-22 [134]. Over 300 pathogenic mutations have been
identified resulting in the accumulation of GlcCer. Gaucher disease is
characterized by storage of GlcCer in cells of the reticulo-endothelial
system in the liver, spleen and bone marrow. There are three distinct
phenotypes, the most common being type 1, which is a chronic, non-
neuronopathic disease with onset in childhood or adulthood [135].
Types 2 and 3 are neuronopathic forms with CNS involvement. The
distinction between these two types was previously based on the age
of onset of neurologic signs and the rate of disease progression but
neuropathic Gaucher disease forms seem to represent a phenotypic
continuum. In classic type 2 Gaucher disease, onset of symptoms occurs
before 2 years of age, manifesting with a rapidly progressive course,
limited psychomotor development, and death within the first two
years [136,137]. The most frequent initial signs are hyperextension of
the neck, swallowing difficulties, and strabismus. Then, provoked
asphyxic episodes generally appear, followed by prolonged spontane-
ous apneas. Generalized seizures, myoclonic epilepsy and progressive
microcephaly may be observed. Lung disease is the predominant viscer-
al involvement but hepatosplenomegaly, failure to thrive, thrombocyto-
penia, and anemia are present. Type 3 Gaucher disease comprises a
heterogenous group of patients with mild to severe visceral involvement
combined with variable, slowly progressive neurological involvement.
Some subtypes have been distinguished based on the occurrence of
progressive myoclonic epilepsy or oculomotor apraxia associated with
more or less severe systemic involvement [138]. Oculomotor anomalies
(horizontal supranuclear gaze palsy) are usually the first neurological
sign. Generalized tonic-clonic seizures and cerebellar ataxia, extrapyra-
midal signs, cognitive regression, or psychiatric disturbance can be
observed. Whereas Gaucher patients with at least one p.N370S GBA
allele do not develop primary neurologic disease, those who carry the
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p.L444P substitution tend to have a severe, often neurological form (type
2 or 3) [135,137,139].

A rare variant of Gaucher disease is caused by mutations in the
prosaposin (PSAP) gene which affects saposin C. This saposin likely favors
accessibility of the GlcCer substrate to B-glucocerebrosidase [140].
Mutated saposin C can lead to visceral, non-neuronopathic or type
3-like Gaucher disease.

The neuropathology of neuronopathic Gaucher disease, which is
dominated by neuronal cell loss, is not fully understood. GlcCer accumu-
lates in the brain, cerebellum, and cerebrospinal fluid of types 2 and 3
patients [141]. A relative reduction in gangliosides has been observed
in all tissues, but GD3 levels were relatively increased in the nervous
tissue. While GlcCer storage may underlie the macrophage activation
and dysfunction in peripheral tissues, GlcCer excess does not appear
critical for the CNS pathology. However, the unacylated derivative of
GlcCer may play a key role. Glucosylsphingosine levels were found
increased in cerebrum and cerebellum in types 2 and 3 patients [141,
142], as well as in mouse models of neuronopathic Gaucher. This
lysolipid may be the culprit as it proved to be toxic on cultured neuronal
cells (see Table 1). It has recently been proposed that the receptor-
interacting protein kinase-3 (Ripk3) may be critically involved in the
non-apoptotic (necroptotic) neuronal cell death and neuroinflammation
in Gaucher, and possibly also Krabbe, disease [143]. Whether the
accumulated glucosylsphingosine orchestrates this pathway remains to
be determined. In addition, of interest is the fact that GBAT mutations
represent the most important risk factor for developing «-
synucleopathies such as Parkinson disease [144]. It is still a matter
of debate whether alterations in GlcCer (or Cer) metabolism primarily
contribute or initiate the accumulation and aggregation of a-synuclein
and other proteins including the amyloid precursor protein [145].

Mutations of the GBA2 gene, encoding a non-lysosomal {3-
glucosylceramidase, have been reported very recently to be associated
with an autosomal recessive form of progressive cerebellar ataxia
[146]. Spasticity initially affects the lower limbs, and is later followed
by dysarthria and dysphagia. In some patients, the clinical picture was
that of a hereditary spastic paraplegia (SPG46). This phenotype
contrasts with the absence of neurological disturbances in mice with
disrupted Gba2 [147]. However, an impairment in the outgrowth of
spinal neuron axons has been observed in the zebrafish after inactivation
of Gba2 by antisense morpholino oligonucleotides [148]. So far, because
no biochemical (e.g., sphingolipidomic) data are available regarding
patients with GBA2 mutations, the pathogenic mechanisms that underlie
this disease are unknown. Whether the pathology is related to GlcCer
accumulation or lack of production of some Cer species, either directly
because of deficient activity of GBA2 or indirectly through effects on
other glucosylceramidases remains to be determined.

7. Concluding remarks

Since their discovery by Thudichum, brain SLs have been the subject
of intense investigation. Insights into their physiological functions have
largely benefited from the study of several lysosomal storage disorders
that affect the nervous system [149,150]. Further genetic disorders
characterized by defective biosynthesis of SLs have been described
very recently. Together, these human genetic conditions and their coun-
terparts in murine models [151,152] provide invaluable clues to unravel
the roles of SLs in brain physiology and pathology. Nevertheless,
because of the structural diversity of SLs and the complexity of their
metabolism, the precise nature of the SL that really causes brain
dysfunction in many of these disorders is still unclear. The SL, either
substrate or product of a deficient enzyme, that exhibits the most
prominent quantitative change is often viewed as the culprit. However,
the possibility that minor variations in an upstream, downstream or by-
product SL (i.e., either excessive or deficient levels) also participate to
the pathophysiology of disease cannot currently be ruled out. The iden-
tification of such subtle or even secondary changes as well as the

elucidation of the mechanisms that underlie the molecular pathogene-
sis (see [153]) is of utmost importance as it could open new avenues of
therapeutic intervention (see [154]) not only for this class of genetic
disorders but also possibly for other neurological diseases.
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Abstract

Parkinson disease is the second most common neurodegenerative condition after Alzheimer's
disease. The underlying mechanisms in PD are multiple and complex. Gaucher disease (GD)
is a rare disorder of the lysosome, resulting from defective activity of B-glucocerebrosidase.
Multiple reports have described the clinical association of parkinsonism and type 1 GD, and
then multiples studies have confirmed the strong association between GBA1 mutations and
PD. We review basic science that has disclosed the relationship between the enzyme
implicated in GD and a key protein in PD, a-synuclein. This review focuses on how a rare
genetic condition can contribute to a better understanding of frequent disorders such as

synucleinopathies, and how it could foster new therapeutic targets

Introduction

The last two decades have witnessed significant developments in our understanding of the
pathogenesis of Parkinson disease (PD), a frequent neurodegenerative disorder. The discovery
of a clinical link between a rare lysosomal disorder, Gaucher disease (GD), and PD has
tremendously contributed to such trends. Investigations at the molecular level have disclosed
a close relationship between the enzyme implicated in GC and a key protein in PD, a-
synuclein. This paper focuses on how a rare genetic condition (such as GD) can contribute to
a better understanding of frequent disorders such as synucleinopathies, and how it could foster

new therapeutic targets.

Parkinson’s disease

PD is the second most common neurodegenerative condition after Alzheimer’s disease. Its
prevalence is ~0.3% in the population as a whole, and increases to about 1% for individuals
aged 60 years or over. PD is characterized by resting tremor, akinesia, rigidity, and postural
instability, caused by selective degeneration of dopaminergic neurons within substantia nigra
pars compacta, and subsequent depletion of dopamine in their striatal projections
Replacement of brain dopamine by L-dopa is an effective symptomatic treatment, but has no
effect on the degenerative process. PD therefore remains incurable. Most cases of PD are
sporadic with family cases being rare. The underlying mechanisms in PD are multiple and
complex. Degeneration of the dopaminergic cells within the substantia nigra is related to cell
death caused by a-synuclein aggregation, a dysfunction of the proteosomal and lysosomal
systems, as well as reduced mitochondrial activity. Moreover, excitotoxicity and

inflammation are likely to be involved in progressive neuronal degeneration. Attempts to
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clarify PD pathogenesis mechanisms have lead to intensive research aiming to promote novel
therapeutic strategies.

Data from twin and family studies, the mapping and cloning of PARK genes, and analysis of
potential susceptibility genes have provided increasing evidence of a causative role of genetic
factors in PD. Earlier genetic studies have shown that six genes, i.e., Leucine-rich repeat
kinase 2 (LRRK-2), Parkin (PARK?2), a-synuclein (SNCA) and, more rarely, DJI, PINKI, and
ATPI3A2, are linked to L-dopa-responsive parkinsonism. There is also evidence indicating

that environmental factors are critical in the causation of PD.

Gaucher disease

GD is the most frequent lysosomal disorder ((OMIM] #606463). This inborn error is a lipid
storage disorder, with autosomal recessive inheritance, resulting from defective activity of -
glucocerebrosidase (or acid beta-glucosidase, GCase, EC.3.2.1.45). GCase is encoded by
GBAI that maps to chromosome 1q21-22 *. Mature GCase is a glycoprotein with 497 amino
acid residues. Its hydrolytic activity cleaves the B-glucosyl linkage of glucosylceramide
(GlcCer). Over 300 GBAI mutations have been identified. The resulting decrease in GCase
activity leads to the accumulation of GlcCer and other substrates. The visceral manifestations
of GD are characterized by accumulation of GlcCer in cells of the reticulo-endothelial system
of the liver, spleen and bone marrow. Current clinical nosology provides classification into
three phenotypes: 1) type 1 is the most common variant in the western world with onset from
childhood to adulthood *. Primary, early onset neuronopathic disease is absent in this variant,
but visceromegaly, cytopenias and bone involvement are the major signs. Types 2 and 3 GD
are neuronopathic diseases with varying degrees of onset and progression. These variants
represent a continuum of neuronopathic involvement Diagnosis is established by diminished
activity of GCase, with confirmation by the identification of GBA/ mutations. Enzyme
replacement therapy with recombinant enzymes (imiglucerase, velaglucerase or taliglucerase)

has become the standard of care.

Parkinson and Gaucher’s diseases: from bed to bench

Since the nineties, multiple reports have described the clinical association of parkinsonism
and type 1 GD, initially as case reports and then in larger series of patients *. Those patients
presented an atypical parkinsonism with onset at a younger age (41-55) and resistance to
conventional PD therapies ~*. Higher prevalences of PD were present in first-degree relatives
of GD patients. In 2004, studies of nonaffected relatives of GD patients indicated that

homozygosity and also heterozygosity for GBAI mutations were risk factors for the
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development of parkinsonism °. The same year, genetic studies of 99 Ashkenazi Jewish PD
patients from Israel, found that 31.3% of PD patients carried at least one pathogenic GBA!
mutation vs. 6.2% in the control group of 1543 Ashkenazi Jewish individuals (p<0.0001) '
An international multicenter of 5691 patients with PD (including 780 Ashkenazi Jews) and
4898 controls (387 Ashkenazi Jews), '’ showed that among the Ashkenazi Jewish subjects,
the L444P or N370S GBAI mutation was reported for 15% of the patients vs. 3% of controls.
Among non—Ashkenazi Jewish subjects, either GBA I mutation was found in 3% of patients
vs.<1% of controls. The odds ratio of 5.43 for any GBA mutation in PD patients revealed a
strong association between GBAI mutations and PD. These results were confirmed in multiple
ethnic cohorts worldwide '*. Currently, GBAI mutations represent the greatest genetic risk
factor for PD. Additionally, an international multicenter study showed a significant
association between GBA/ mutation heterozygosity and dementia with Lewy bodies (DLB)
[odds ratio of 8.28 (95% CI, 4.78-14.88)] °. The odds ratio for PD with dementia was 6.48
(95% CI, 2.53-15.37). In DLB, GBAI mutations have also been found in 3.5 to 23% of brain
samples '*. GCase activity in cerebrospinal fluid had decreased in DLB patients as well as in
PD "

Similar to brainstem-type Lewy bodies found in PD, numerous a-synuclein-positive
inclusions are present in brains from patients with GD-associated. Lewy bodies are a
pathological hallmark of PD '°, which contain round eosinophilic inclusions in neuronal
perikarya, result from abnormal processing and accumulation of o-synuclein '’. Lewy body
inclusions are also observed in grafted neurons in patients with PD '®. a-Synuclein is a small
presynaptic protein of 14 kDa with poorly understood biologic function®’, which is present in
both soluble and membrane-associated brain fractions. a-Synuclein is predominantly

19, 20

degraded by lysosomes, in part by chaperone mediated autophagy . The abnormal

accumulation of insoluble a-synuclein aggregates in neurons or glial cells defines the a-
synucleinopathies, including PD, DLB and multiple system atrophy (MSA) '. o-Synuclein
mutations (A30P, E46K, H50Q, G51D and A53T) and gene duplications or triplications are
also strongly associated with PD ** %,

Multiple studies have highlighted the central role of o-synuclein in the pathogenesis of PD **.
Aggregated insoluble a-synuclein in the form of amyloid-like fibrils and/or soluble
oligomeric intermediates are responsible for the toxicity and then degeneration of

25-27

dopaminergic neurons a-Synuclein aggregates can undergo a neuron-to-neuron

transmission, after release in the extracellular environment by exosomes and via endocytosis
28-30 . . . . . . .
. 0-Synuclein species contained in Lewy bodies extracts from PD brains are pathogenic

and are able to trigger a-synuclein pathology and progressive axon-initiated dopaminergic
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nigrostriatal neurodegeneration in rodents and non-human primates °'

. The lysosomal
degradation pathway of cells can clear preformed o-synuclein aggregates; however, its

impairment can result in the accumulation of aggregates in neuronal and non-neuronal cells *’.

All these data point to a pathophysiological link between GCase and a-synuclein metabolism.
Recent studies have shown that reduction of GCase activity increases o-synuclein levels in
neuronal cultures and GD mouse models. Indeed, neuronal cell lines stably overexpressing
various human GBAI mutants (N370S, L444P, D409V, D409H, E235A and E340A) display
an increase in o-synuclein levels, which is dependent on the amount of expressed mutant
GCase, but not on its enzyme activity °>. In addition, the GD mouse model that is
homozygous for the D409V/D409V substitution shows an age-dependent rise of a-synuclein
in frontal cortices by age 12 months *>. Moreover, heterozygosity for the L444P GBAI
mutation in a transgenic mouse model of PD (with mutated A53T a-synuclein) resulted in
reduced GCase activity, reduced a-synuclein degradation, and exacerbated motor and

3 Pharmacological inhibition of GCase activity by conduritol-B-

gastrointestinal deficits
epoxide (CBE) increases a-synuclein levels in a human neuroblastoma cell line with no
change in o-synuclein mRNA **. CBE-treated mice also show elevated a-synuclein levels in
nigral neurons and astroglia, and abnormal dopamine transmission >>. In another in vitro
model, a-synuclein levels did not change after CBE treatment in differentiated and non-
differentiated neuronal cells . Inhibition of GCase by CBE is also able to induce

abnormalities in mitochondrial function and oxidative stress in human dopaminergic cells *.

In 2010, immunofluorescence and confocal microscopy studies on brain samples disclosed the
presence of GCase in Lewy bodies and Lewy neuritis in patients with at least one GBA!
mutation **. GCase colocalised with o-synuclein, but also with the lysosomal membrane
protein LAMP-1. A year later, nuclear magnetic resonance spectroscopy showed that, at
acidic pH GCase interacts directly with the C-terminus of o-synuclein *°. Surprisingly, the
N370S mutant form of GCase, as well as the CBE-bound enzyme, showed a reduced affinity
for a-synuclein. Membrane-bound a-synuclein interacts with GCase in a complex that inhibits
enzyme function *’. Mazzulli et al. provided further insights into the interaction mechanisms
between a-synuclein and GCase *'. In cultured primary neurons, silencing of GCase by short
hairpin RNAs was accompanied by a 50% reduction of GCase activity and a 4-fold increase
of GlcCer, a-synuclein, but not tau protein concentrations increased by 1.8-times. C'est vrai,
cette fin de phrase est a éclaircir. The unchanged mRNA levels of a-synuclein suggest that the

increase in o-synuclein results from a decreased lysosomal degradation capacity *'. Moreover,
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dopaminergic neurons generated from induced pluripotent stem (iPS) cells derived from GD
fibroblasts also exhibit an important increase in a-synuclein levels and a reduced proteolysis
of long-lived proteins. These observations also indicate that neurotoxicity appears to depend
on amino acids 71-82 of a-synuclein, a region required for its polymerization. Meanwhile,
GlcCer accumulation also affects the aggregation of a-synuclein in vitro by stabilizing soluble
oligomeric intermediates. Most importantly, GCase depletion can promote the formation of
soluble oligomeric and insoluble a-synuclein in vivo, both in mouse models (4L/PS-NA and
D409H/D409H mice) and in Caenorhabditis elegans *'. Finally, human brain analyses show
that soluble oligomeric a-synuclein is elevated in GD patients with PD, in the neuronopathic
form of GD and in patients with DLB, who are homozygous or heterozygous for GCase
mutations.

a-Synuclein has been shown to inhibit vesicle transport between the endoplasmic reticulum
(ER) and the Golgi apparatus. Overexpression of o-synuclein inhibits the intracellular
trafficking of GCase, resulting in decreased lysosomal GCase activity. This led Mazzulli et al.
to propose a pathogenic loop starting from the lysosome *'. Lysosomal GlcCer accumulation
due to GCase deficiency accelerates the formation and stabilizes soluble a-synuclein
oligomers, eventually converted into amyloid fibrils. Accumulation of a-synuclein impairs the
ER-Golgi trafficking of GCase, responsible for a reduced amount of GCase in the lysosome
which in turn amplifies GlcCer accumulation and stabilization of a-synuclein oligomers *'.
However, the absence of oligomeric a-synuclein in samples from type 1 GD without
parkinsonism indicates that factors other then GCase deficiency may contribute to
oligomerization of a-synuclein in neuronopathic GD. a-Synuclein can interact with GCase in
a complex that inhibits enzyme activity in a dose-dependent manner *>**. Analyses of PD
patient brains with or without heterozygote GBAI mutations have provided evidence that
lower GCase activity (particularly in the substantia nigra) is associated with decreased GCase
protein levels, but unchanged GBAI mRNA levels or lysosomal content **. The unfolded
protein response/ER-associated degradation pathway was activated and may play a role in
reduced GCase protein levels **. More recently, GCase activity was found to be lower in brain
tissue from patients with sporadic PD without GBAI mutations **. GCase protein and activity
levels were selectively reduced in brain regions affected by a-synuclein deposition in early
stages of PD compared to brain regions lacking o-synuclein. In plasma of GD patients,
oligomeric a-synuclein form is increased, as compared to controls, but not increased in GD

patients receiving enzyme replacement therapy **.

Can GCase be used to treat Parkinson disease?
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Of major interest are some observations that suggest the ability for GCase to provide some
protection against parkinsonism. The mouse model of GD that is homozygous for the
D409V/D409V substitution exhibits an accumulation of o-synuclein aggregates in
hippocampal neurons and a memory deficit, related to the loss of GCase activity and a
possible toxicity resulting from a gain-of-function of the mutant enzyme *. Functional
restoration of GCase activity in the central nervous system of early and late symptomatic
D409V/D409V mice by recombinant self-complementary adeno-associated viral vectors
expressing human GCase improves histopathological lesions and memory deficit, and reduces
a-synuclein aggregates and glucosylsphingosine. Moreover, overexpression of GBAI in the
central nervous system of transgenic AS3T a-synuclein mice, which accumulate a-synuclein
aggregates in brain and display lower brain GCase activities than wild-type animals, is able to
reduce the soluble a-synuclein level *°. In the same way, manipulating the GCase pathway by
the use of chaperone molecules, such as ambroxol or iminosugar derivatives to treat PD
represents a potential therapeutic strategy. Indeed, ambroxol was reported to improve
lysosomal biochemistry and oxidative stress in cells harboring GBA I mutations, and to reduce
o-synuclein in an overexpressing neuroblastoma line *’. These findings thus indicate that
correction of the GCase defect may provide some protection against PD.

Moreover, manipulating LIMP-2, the protein that targets GCase to the lysosomes of many cell
types, might also represent a therapeutic approach to treat PD. Indeed, LIMP-2—deficient mice
exhibit severe neurological impairments (tremor and progressive partial paralysis), related to
a-synuclein accumulation, mediating toxicity of dopaminergic neurons, apoptosis and
inflammation. The brains of LIMP-2—deficient mice show reduced GCase activity, lipid
storage, and lysosomal/autophagic dysfunction. Interestingly, overexpression of LIMP-2 is
increased clearance of a-synuclein *.

Nevertheless, how the GCase-a-synuclein link positions in the complex pathogenesis of PD
that involves impairment of autophagy-lysosomal pathways, ubiquitin proteasomal system
mitochondrial dysfunction, and oxidative stress, still requires further investigation. Alterations
in these pathways also underlie the pathogenesis of several lysosomal disorders. For instance,
patients who carry certain mutations in the SMPDI gene, mutated in Niemann-Pick disease,
another lysosomal sphingolipid storage disorder, have a higher risk of developing PD **°.

To conclude, the recent discovery of an intricate connection between GBA/ and a-synuclein
has not only shed light on unexpected mechanisms in PD, but also provided new opportunities
for potential synucleopathies therapy. It also shows that better knowledge of orphan disorders

may contribute to a better understanding of more common diseases.
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