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Réle de la synthese de novo des céramides hépatiques dans I’lhoméostasie
énergétique chez la souris :

Caractérisation d’'un modéle de souris déficientes en sérine palmitoyltransférase 2 dans les
hépatocytes

Les sphingolipides (SL) constituent une large famille de lipides dont les réles sont multiples et
essentiels au sein des cellules. lls possedent un réle structural dans les membranes mais
permettent également de réguler de nombreuses voies de signalisation. Les céramides se
situent au coeur du métabolisme des SL et il existe trois voies de synthése aboutissant a leur
production. Parmi elles, la voie de synthése de novo permet la formation de céramides suite a
la condensation d’'une sérine et d'un palmitoylCoA, catalysée par la sérine palmitoyl
transférase (SPT). Ces dernieres années, une attention particuliere a été portée aux
céramides de par leur implication dans l'insulino-résistance conduisant au diabéte de type 2.
En effet, ces derniers sont capables de perturber les voies de signalisation en réponse a
l'insuline. Les céramides sont également décrits en tant que molécules pro-apoptotiques et

médiatrices de l'inflammation.

L’objectif de ce travail est de caractériser le rle de la synthése de novo des céramides
hépatiques sur le métabolisme énergétique et la fonction hépatique chez la souris. Au cours
de cette étude, nous avons généré des souris mutantes grace au systéme cre-lox. Ainsi, les
souris Sptlc22HeP n’expriment pas la SPTLC2, une sous unité de la SPT dans les hépatocytes
spécifiqguement. Ces souris ont été nourries avec un régime standard ou hyper lipidique afin
de provoquer l'installation de troubles métaboliques, en particulier une intolérance au glucose

et une résistance a l'insuline.

Malgré l'inhibition de Sptlc2, les souris Sptlc22He* présentent un contenu hépatique en
céramides plus élevé par rapport aux témoins. La mesure des différentes especes de SL
hépatiques a cependant révélé une déplétion en sphingomyeline chez les souris mutantes.
L’analyse de I'expression des enzymes impliquées dans les différentes voies de synthése des
céramides a montré une surexpression trés significative de la sphingomyéline
phosphodiesterase 3 (Smpd3), codant pour la sphingomyélinase neutre 2 (nSMase2), une
phospholipase qui catalyse I'hydrolyse de la sphingomyeline en céramides. Ces données
suggeérent l'existence d’'un mécanisme de compensation entre les différentes voies de

synthése des céramides.
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D’un point de vue métabolique, nous avons montré que les souris Sptlc22HeP étaient protégées
contre I'obésité induite par un régime hyper lipidique. En effet, ces derniéres présentent une
modification de leur pool d’acides biliaires (AB) en faveur d’'un pool beaucoup plus hydrophile
par rapport aux témoins, induisant ainsi un défaut d’absorption des lipides. Nous avons
mesuré, dans ce pool d’AB, une concentration trés élevée d’acide tauro-murocholique (T-
MCA), un antagoniste connu du facteur de transcription FXR, impliqué dans la régulation de
la synthése des AB mais également dans le métabolisme glucidique. La mesure de
I'expression de FXR et de ses génes cibles a révélé une inhibition de la voie FXR chez les

souris Sptlc22Her,

Nous avons également caractérisé chez les souris Sptlc22HeP un défaut de la production
hépatique de glucose, associé a une meilleure tolérance au glucose et a une glycémie a jeun
plus basse. De plus, les souris Sptlc22HeP présentent une fibrose hépatique qui se développe
et s’aggrave avec I'dge, associée a des infiltrats inflammatoires et a l'induction d’'une apoptose

anormale.

L’ensemble de nos travaux montre pour la premiére fois I'existence d’'un mécanisme de
compensation entre les différentes voies de synthése des céramides afin de maintenir une
concentration en céramides hépatiques élevées. Ces résultats suggérent également un réle
direct des céramides sur la synthése ou le transport des acides biliaires et mettent en évidence
le réle délétere des céramides sur différentes fonctions hépatiques. Ces céramides déléteres
pour le foie semblent étre synthétisés par la nSMase2 qui pourrait constituer une cible

thérapeutique potentielle dans le développement de maladies hépatiques.

Mots-clefs : Céramides — foie — sphingomyeline - acides biliaires — FXR - néoglucogénése —

fibrose hépatique
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Role of hepatic ceramides de novo synthesis on energy metabolism in mice:

Characterization of mutant lacking serine palmitoyltransferase 2 expression in hepatocytes

Sphingolipids (SL) are a large class of lipids containing a backbone of sphingoid base. They
have multiple and essential cellular functions, such as structural components of membranes
and they can regulate numerous signaling pathways. Ceramides are in the core of SL
metabolism and there are three different pathways leading to their production. Among them,
the de novo synthesis pathway allows the formation of ceramides from the condensation of
serine and palmitoylCoA, catalyzed by the serine palmitoyltransferase (SPT). In recent years,
particular attention has been paid to ceramides due to their involvement on insulin resistance
and therefore type 2 diabetes. Moreover, some studies have identified ceramides as pro-

apoptotic molecules and inflammation inducers.

The aim of my PhD project was to determine the role of hepatic ceramides de novo synthesis
on energy metabolism and liver function in mice. To do so, we generated Sptlc22HP mice,
lacking Sptlc2 expression, a subunit of SPT, in hepatocytes. Sptlc22HP mice and their control
littermates were fed either with a normal or a high-fat diet (HFD). The HFD should induce

metabolic disorders, especially glucose intolerance and insulin resistance.

Despite lacking Sptlc2, mutant mice display an elevated hepatic ceramide content compared
to controls, at the expense of liver sphingomyelin concentration. We measured mRNA
expression of enzymes involved in the different pathways leading to ceramide synthesis and
we showed that sphingomyelin phosphodiesterase 3 (Smpd3) expression is drastically
increased. Smpd3 is a gene which encode for neutral sphingomyelin 2 (nSMase2), a
phospholipase that catalyzes the hydrolysis of sphingomyelin into ceramides. These data

suggest a compensatory mechanism between the different ceramide synthesis pathways.

We showed that Sptlc22"e? mice are protected against body mass gain induced by HFD and
display a decreased body fat mass. Indeed, bile acid (BA) composition is strongly modified in
mutant mice since the hydrophobic bile acid pool is drastically decreased, leading to lipid
absorption defect. We also measured a high concentration of tauro-murocholic acid (T-MCA),
a well-known antagonist of the nuclear receptor FXR, involved in BA synthesis regulation but
also in glucose metabolism. Thus, FXR expression and its target genes are downregulated in
intestine and liver of Sptlc22"e?, Moreover, Sptlc22"¢* mice, fed with HFD, display a significantly

enhanced glucose tolerance compared to the controls. This correlate with a reduced hepatic
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glucose production and lower fasting blood glucose. Sptlc22e* mice also exhibit hepatic
fibrosis in an aged-related manner, associated with inflammatory infiltrates and the induction
of abnormal apoptosis.

Collectively, our observations illustrate for the first time a compensatory mechanism of
ceramide synthesis through sphingomyelinase pathway, in order to maintain an elevated
hepatic ceramide concentration. These results also suggest a direct role of ceramides on the
synthesis or transport of bile acids and highlight the deleterious role of ceramides on hepatic
functions. These hepatic ceramides seem to be synthesized by nSMase2 which could
constitute a potential therapeutic target in the development of liver diseases. Finally, our
findings suggest that nSMase2 may exert a negative feedback on FXR expression, probably

through the production of ceramides.

Keywords : ceramides — liver — sphingomyelin — bile acid — gluconeogenesis — hepatic fibrosis
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Tout est question d’équilibre. Cette maxime prévaut pour tous les systémes biologiques. On
parle d’homéostasie pour définir la capacité intrinséque d’'un systéme a rester dans un état
d’équilibre en dépit des aléas environnementaux. Ainsi, ’lhoméostasie énergétique désigne la
capacité d’'un organisme a équilibrer ses apports et ses dépenses énergetiques tout au long
de la journée, quel que soit son statut nutritionnel. La dérégulation de cette balance
énergétique conduit & un état pathologique et au développement de troubles métaboliques tel
gue le diabete de type 2 (DT2), caractérisé par une hyperglycémie associée a une insulino-

résistance.

La prévalence du diabéte de type 2, considéré comme une « pandémie non infectieuse », est
en constante augmentation depuis ces derniéres décennies. Selon 'OMS, en 2014, 8,5% des
adultes étaient atteints de diabéte (95% DT2) et en 2019, 1,5 millions de décés dans le monde

seraient directement imputables au diabéte.

Parmi les acteurs garants de ’homéostasie énergétique, le foie joue un réle crucial, d’'une part,
par sa capacité a stocker ou produire du glucose ainsi que des acides gras. D’autre part, il est
constitué d’hépatocytes qui synthétisent les sels ou acides biliaires indispensables pour
'absorption des graisses et la régulation du métabolisme énergétique. Par ailleurs, le foie

intervient dans le transport des lipides a I'échelle de I'organisme.

Il est maintenant bien caractérisé que I'obésité et notamment I'accumulation ectopique de
lipides conduisent au déséquilibre de 'homéostasie énergétique et donc a la survenue de

maladies métaboliques tel que le DT2.

Depuis les années 90, les céramides, qui appartiennent a la famille des sphingolipides, ont
particulierement retenu [lattention des chercheurs de par leur implication dans le
développement de linsulino-résistance. En effet, outre leur réle en tant que constituant des
membranes, les céramides sont capables de réguler nombres de voies de signalisation
cellulaires. De nombreuses études ont ainsi mis en évidence le r6le des céramides dans les
phénoménes d’apoptose et d’'inflammation. De ce fait, les céramides sont caractérisés comme
des « médiateurs lipotoxiques » des troubles métaboliques. C’est pourquoi, une meilleure
compréhension de leur métabolisme ainsi que de leurs mécanismes d’action est cruciale pour

une meilleure prise en charge des troubles métaboliques, notamment.

La synthése des céramides est ubiquitaire et, a I'échelle cellulaire, différentes voies de

production aboutissent a leur formation. Les céramides sont constitués d’'une sphingosine liée
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a un acide gras par une liaison amide. lls forment une large famille et se différencient par le
nombre d’insaturation et la longueur de la chaine carbonée de I'acide gras lié a la sphingosine.
La nature ainsi que l'origine des céramides semblent étre décisives dans leurs réles

physiopathologiques.

Au cours de ma thése, je me suis intéressée au rbéle des céramides hépatiques dans
I’'homéostasie énergétique et les fonctions hépatocytaires dans un modéle de souris saines ou
dans un contexte pathologique induit par un régime hyper lipidique. Ces travaux de thése
présentent ainsi la caractérisation d'un modéle de souris déficientes en sérine
palmitoyltransférase 2 (Sptlc2), une enzyme clef de la voie de synthése de novo des

céramides, dans les hépatocytes.
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Au cours de mon projet de thése, j'ai étudié le réle de la synthése de novo des céramides
hépatiques dans le maintien de 'homéostasie énergétique et les fonctions hépatocytaires.
Pour ce faire, grace au systéme cre-lox, nous avons généré un modele de souris
transgéniques, invalidées pour la sérine palmitoyltransférase 2 (Sptlc2), dans les hépatocytes
spécifiguement. La SPTLC2 est une enzyme clef de la voie de synthese de novo des

céramides

L’introduction bibliographique qui va suivre est découpée en deux chapitres. Dans un premier
temps, je décrirais la structure et les différentes fonctions du foie avec une attention particuliére
portée au réle du foie dans le métabolisme énergétique ainsi que la synthése et la régulation
du métabolisme des acides biliaires, qui contribue également a 'homéostasie énergétique. Le
réle du récepteur nucléaire FXR (Farnesoid X receptor), impliqué dans la régulation de la
synthese des acides biliaires, sera également développé dans cette partie de l'introduction.
En effet, 'implication de ce récepteur semble prépondérante dans le phénotype des souris que

jai caractérisé au cours de mes travaux de thése.

Dans une seconde partie, je m’intéresserai aux céramides qui se trouvent au centre du
métabolisme des sphingolipides. La structure ainsi que les différentes voies de synthése et de
dégradation des céramides a I'échelle cellulaire seront abordées. Pour finir, je décrirais
certains mécanismes d’action des céramides médiant les phénoménes d’apoptose et
d’'inflammation ainsi que leur implication dans différentes maladies hépatiques tel que
l'insulino-résistance hépatique, la stéatose hépatique non alcoolique et la fibrose hépatique.
Dans cette partie, une attention particuliere sera portée a la sphingomyléinase neutre 2
(nSMase2), une enzyme impliquée dans I'hydrolyse de la sphingomyéline en céramides. En
effet, cette enzyme semble également impliquée dans [I'établissement du phénotype

caractérisé chez les souris déficientes en SPTLC2 hépatique.

Page | 29



Introduction bibliographique — chapitre 1

Veine sus-hépatique
gauche

Venne sus-hepatique
sagittale (dans la
grande scissure)

Veine sus-hépatique
droite

Canal hépatique
gauche

Canal latésal droit

Canal  hépatique

Canal  paramédian droit

croi
Ligament rond
prolongeant

1o récessus de Rex

Viésicula

FOIE DROIT

Figure 1. Division du foie en secteurs puis en segment d’aprés Couinaud.

Image issue des cahiers intégrés de la médecine, 1971.
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Chapitre 1

Le foie, garant du maintien de ’lhoméostasie
énergetique

) Structure

Le foie se situe sous le diaphragme, dans la partie supérieure droite de la cavité abdominale.
Chez 'Homme, c'est le viscére le plus volumineux et, de ce fait, il est trés densément
vascularisé. Il regoit environ 1500 ml/min de sang et en contient en permanence 450 ml.
L’apport sanguin provient a la fois du systéme artériel via 'artére hépatique et du systéme
veineux via la veine porte. L’artére hépatique améne du sang saturé en oxygéne et contribue
a environ 30 % de l'apport sanguin au foie tandis que la veine porte améne du sang moins
riche en oxygéne mais chargé en nutriments absorbés au niveau de l'intestin. Le retour
veineux du foie est effectué par les veines sus-hépatiques qui se jettent dans la veine cave
inférieure. On distingue le foie gauche et le foie droit qui sont respectivement perfusés par
l'artere hépatique et la veine porte gauche ou droite. Anatomiquement, le foie droit et le foie
gauche sont divisés par le ligament falciforme. Le foie droit est le plus volumineux et comprend
un seul lobe (lobe droit) tandis que le foie gauche comprend trois lobes (lobe gauche, lobe
caudé et lobe carré). Cette division en lobes est purement anatomique (Bismuth, 2013;
Germain et al., 2014).

D’un point de vue fonctionnel, le foie est séparé en secteurs délimités par les différentes
veines sus-hépatiques efférentes. Ces secteurs sont eux-mémes divisés en segments,
indépendants les uns des autres, en fonction des divisions de la veine porte. On compte au
total huit segments numérotés de | a VIII. Il existe plusieurs systemes de segmentation
relativement proches les uns des autres et qui sont surtout utiles pour le diagnostic de
maladies hépatiques ou les chirurgies hépatiques. Nous avons retenu ici la segmentation
décrite par le francais Claude Couinaud dans les années 1960 (voir Figure 1.) (Couinaud,
1999; Duparc et al., 2020).

Le foie est parcouru par un grand nombre de voies biliaires qui collectent la bile produite par
les hépatocytes. La bile est ensuite libérée dans le duodénum, via le canal cholédoque. Une
partie de la bile est stockée dans la veésicule biliaire qui est, elle-méme, reliée au canal

cholédoque par le canal cystique.
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Figure 2. Organisation des différents types cellulaires dans le foie.
D’apres (Tso and McGill, 2003)
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Le foie est constitué par plusieurs types cellulaires (voir Figure 2.). Ci-dessous, je détaillerai

la fonction des types cellulaires majoritaires du foie.

I Les hépatocytes

Les hépatocytes constituent prés de 70 % des cellules du foie (Blouin et al., 1977). Ce sont
des cellules polarisées avec une face basale exposée aux vaisseaux sanguins, séparée de
ces derniers par un espace, appelé espace de Disse et un bandeau de cellules endothéliales
sinusoidales. La face apicale débouche au niveau des canalicules biliaires pour la prise en
charge des acides biliaires et fait face a un autre cordon d’hépatocytes (Gissen and Arias,
2015). Les hépatocytes assurent de nombreuses fonctions du foie telles que la synthese et la
sécrétion des acides biliaires, la détoxification des drogues, la néoglucogenese, la
glycéogénogénese et la glycogénolyse, ou encore la sécrétion de I'albumine et de nombreux

facteurs de coagulation, etc. (Si-Tayeb et al., 2010).

Ii. Les cholangiocytes

Les cholangiocytes représentent environ 3 % des cellules du foie. Ce sont les cellules
épithéliales qui constituent les canalicules et canaux biliaires intra et extra-hépatiques. Ces
canalicules s’étendent dans tout le foie et permettent de drainer la bile jusque dans le canal
biliaire commun qui se jette ensuite dans le canal du cholédoque (Gordillo et al., 2015). Les
cholangiocytes régulent le pH de la bile via notamment la sécrétion de bicarbonate et d’eau
(Banales et al., 2019).

ii. Les cellules endothéliales sinusoidales

Les cellules endothéliales sinusoidales sont des cellules non parenchymateuses qui délimitent
des espaces appelés sinusoides faisant face aux membranes basales des hépatocytes et
dans lesquels le sang portal et le sang artériel se mélangent. Ces cellules n'ont pas
uniguement un réle de soutien mais possédent également un rble immunitaire. Ainsi elles
présentent des capacités d’endocytose importantes et de nombreux récepteurs
scavenger leur permettant de filtrer et « nettoyer » le sang qui amene oxygene et nutriments

aux différentes cellules du foie (Shetty et al., 2018).
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Iv. Les cellules de Kupffer

Les cellules de Kupffer sont situées dans les sinusoides et constituent des macrophages
résidents propres au foie. Elles pourraient représenter jusqu’a 20 % des cellules du foie (Naito
et al., 2004). Elles sont capables de phagocyter d’éventuels pathogénes qui pénétrent via la
veine porte ou l'artére hépatique. Ainsi, ces cellules jouent un réle prépondérant dans la

réponse hépatique et systémique a une agression (Dixon et al., 2013).

V. Les cellules stellaires hépatiques

Les cellules stellaires hépatiques (HSC) sont des cellules mésenchymateuses qui se situent
dans l'espace de Disse et dont la principale fonction est d’emmagasiner les vitamines
liposolubles A et D. Elles sont capables de se différencier en myofibroblastes et de produire
ainsi les composants de la matrice extracellulaire tel que le collagéne. Leur activation joue un
réle prépondérant dans la fibrose hépatique qui survient en cas d’agressions répétées du foie
(Higashi et al., 2017). Elles participent également au remodelage du foie en sécrétant des
facteurs de croissance (hepatocyte growth factor) qui contrbélent la prolifération cellulaire
(Puche et al., 2013).
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Figure 3. Organisation d'un lobule hépatique

D’aprés (Trefts et al., 2017)
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Un lobule hépatique est une unité fonctionnelle du foie qui en contient des millions. Il s’organise
en hexagone centré autour d’une veine sus-hépatique qui draine tout le lobule. Il est composé
par des cordons d’hépatocytes séparés par les sinusoides et a chaque angle de cet hexagone
se situe une ramification de l'artére hépatique, de la veine porte et d’'un canal biliaire (voir
Figure 3.). Le sang, riche en oxygene et en nutriments, progresse dans les sinusoides
jusqu’au centre du lobule et échange avec les cellules hépatiques tout au long de cette
traversée, collectant ainsi au fur et a mesure des déchets cellulaires. Cette organisation est a
l'origine d’une zonation fonctionnelle du lobule hépatique (zones 1, 2 et 3). Etant donné que
les hépatocytes situés aux extrémités du lobule, dit périportaux, auront un acces privilégié aux
nutriments et a I'oxygéne, le métabolisme oxydatif y sera prépondérant. Le gradient d’oxygéne
et de nutriments qui existe tout au long du lobule hépatique conduit donc a une zonation
métabolique. Ainsi, tous les hépatocytes du cordon n’effectuent pas les mémes fonctions
métaboliques et en conséquence, ne vont pas exprimer les mémes genes codant pour des
protéines nécessaires a la réalisation de ces fonctions (Trefts et al., 2017). Cette répartition
permet de regrouper des voies métaboliques utilisant les mémes substrats ou, au contraire,
sépare des voies métaboliques opposées comme la lipogenése et la B-oxydation (Hijmans et
al., 2014). Il est cependant important de noter que la zonation hépatique est dynamique et les
fonctions métaboliques prises en charge par les hépatocytes des différentes zones évoluent

et s’adaptent notamment a la disponibilité en nutriments (Kietzmann, 2017).

Le foie est un organe qui prend en charge de nombreuses fonctions essentielles pour
'organisme. Il a un réle dans la détoxification de I'organisme de par sa capacité a convertir
des composés toxiques liposolubles en molécules hydrosolubles qui pourront ensuite étre
éliminées par les reins, aprés leur passage par le sang ou étre éliminées dans les feces via
leur excrétion dans la bile. Le foie exprime en effet un grand nombre d’enzymes qui catalysent
les réactions d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse et ou de conjugaison des xénobiotiques
(Grant, 1991). Le foie abrite également de nombreux acteurs du systéeme immunitaire comme
les cellules de Kupffer, des cellules natural killer (NK) ou des cellules dendritiques. Ces
cellules, situées au niveau des sinusoides, peuvent ainsi défendre I'organisme contre des
pathogénes provenant de I'intestin et circulants dans la veine porte (Racanelliand Rehermann,
2006).
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Le foie joue également un rdle prépondérant dans la synthése des protéines. Ce sont les
hépatocytes qui synthétisent 'albumine, la protéine plasmatique la plus abondante, essentielle
pour le maintien de la pression osmotique et le transport de nombreuses molécules dans le

plasma (Corless, 1983).

Enfin, le foie a un réle crucial dans le maintien de 'homéostasie énergétique de par son role
dans la synthése, la dégradation et le transport des lipides ainsi que dans la synthese des
acides biliaires, indispensables pour l'absorption des graisses. Il permet également le
stockage de glucose sous forme de glycogéne ainsi que la synthese de glucose a partir de
substrats glucoformateurs et est donc indispensable dans le métabolisme glucidique (Han et
al., 2016). Dans la suite de ce chapitre, je vais m’intéresser plus particulierement au foie en

tant que régulateur du métabolisme énergétique.
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II) Lefoie, un acteur majeur du métabolisme énergétique

Les aliments que l'on consomme nous apportent des nutriments indispensables a la
production d’énergie nécessaire a toutes les réactions cellulaires. On distingue I'état absorptif,
jusque 4 heures apres l'ingestion de nutriments et I'état post-absorptif, lorsque notre tractus

digestif est vide.

Nos apports en nutriment ne sont pas continus mais entrecoupés de périodes de jelne plus
ou moins longues. Ainsi, 'organisme stocke I'apport en nutriments excédentaires, d’'une part
pour I'utiliser durant les périodes de jeline et, d’autre part, pour réguler notre glycémie car un
taux de sucre sanguin trop élevé, surtout a long terme, s’avére toxique pour notre organisme
et peut conduire a une atteinte organique (rétinopathie, néphropathie) notamment via la
glycosylation des protéines du sang (Umanath and Lewis, 2018). Le foie joue un réle crucial
dans la gestion de I'énergie. En effet, il est capable de stocker le glucose sous forme de
glycogéne et les acides gras sous forme de triglycérides qui seront ensuite redistribués dans
le tissu adipeux. Il est également capable de produire du glucose a partir du pyruvate, lactate,
glycérol ou acides aminés. De plus, il intervient dans la synthése des corps cétoniques qui
apportent de I'énergie en cas de jeline prolongé. La régulation des différentes réactions mises
en place par I'organisme pour gérer I'apport discontinu en nutriments est sous controle de
nombreuses hormones telles que linsuline, le glucagon, les catécholamines, le cortisol,

’lhormone de croissance, etc...

Lors de la digestion, les sucres sont clivés en monosaccharides (glucose, galactose, fructose)
puis sont distribués via la circulation sanguine aux différentes cellules du corps grace a des
transporteurs de glucose, les protéines GLUT (glucose transporter). Ces sucres sont ensuite
catabolisés afin de fournir de I'énergie sous forme d’ATP (adénosine tri-phosphate) au cours

de plusieurs voies métaboliques décrites ci-dessous (Bonora et al., 2012) .

i La glycolyse

La glycolyse est une voie qui utilise des monosaccharides tels que le glucose mais également
le lactose ou le fructose et qui se déroule dans le cytosol des cellules. La glycolyse permet la
conversion d’une molécule de glucose en deux molécules de pyruvate ainsi que la formation
de deux molécules d’ATP et quatre atomes d’hydrogéne. Le pyruvate ainsi formé va entrer

dans le cycle de Krebs pour augmenter la production d’ATP.
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Ii. Le cycle de Krebs

Le cycle de Krebs se déroule dans la matrice mitochondriale en condition aérobie. La
principale molécule qui entre dans le cycle de Krebs est 'acétyle-coenzyme A (acétyl-CoA).
Elle est composée de la coenzyme A, un dérivé de la vitamine B et d’'un groupement acétyle
qui provient soit du pyruvate, soit de la dégradation d’acides gras ou de certains acides

aminés.

Le cycle de Krebs est composé de huit réactions et génére du CO-, des atomes d’hydrogénes
et une molécule d’ATP (GTP qui sera convertit en ATP). Bien qu’il ne permette pas la formation
de nombreuses molécules d’ATP, le cycle de Krebs est capital car il génére des atomes
d’hydrogéne qui se fixent aux coenzymes NAD+ et FAD, essentielles lors de la
phosphorylation oxydative. C’est, en effet, la phosphorylation oxydative qui va permettre de

générer une grande quantité de molécules d’ATP.

Iii. La Phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative a lieu au niveau de la membrane mitochondriale interne et se
compose d’une série de réactions aboutissant a un transfert d'ions hydrogene a I'oxygene

moléculaire puis d’'un couplage de I'énergie libérée a la synthése d’ATP.

Iv. La B-oxydation des acides gras

La B-oxydation a lieu dans les peroxysomes et/ou la mitochondrie. En effet, les acides gras
(AG) a trés longues chaines sont d’abord pris en charge dans les peroxysomes afin de
rejoindre la B-oxydation mitochondriale. La 3-oxydation permet de convertir un acide gras en
aceétyl-CoA et FAD +, NAD+ ainsi que deux atomes d’hydrogénes. L’acétyl-CoA va entrer dans
le cycle de Krebs puis la phosphorylation oxydative tandis que les coenzymes et les
hydrogénes vont directement entrer dans la voie de la phosphorylation oxydative pour un gain
net de 146 ATP pour un acide gras C18:0. Au cours d’un jeline prolongé, les acétyl-CoA issus
de la B-oxydation seront convertis en corps cétoniques par le foie. Ces derniers servent de

sources d’énergie alternative.

Ainsi, un apport continu en glucose ou éventuellement en acide gras est essentiel pour générer
de 'ATP, indispensable a de nombreuses réactions cellulaires. L’organisme régule finement
cet apport en glucose via différentes voies de stockage ou de production sous controle

hormonale.
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I Glycogénogenese et glycogénolyse

Le glycogene est un polymeére de glucose qui est principalement stocké dans le muscle et le
foie. Il est produit par la voie de la glycogénogenése et hydrolysé au cours de la glycogénolyse.
Le glucose généreé suite a I'hydrolyse du glycogéne dans le foie sera distribué aux autres tissus

de l'organisme, au contraire du glycogéne musculaire.

Le glucose provenant de I'alimentation entre dans les hépatocytes grace aux transporteurs
membranaires GLUT (Navale and Paranjape, 2016). Il est ensuite phosphorylé en glucose 6-
phosphate (G6P) par la glucokinase (GK). D’une part, la conversion du glucose en G6P a pour
conséquence la réduction de la concentration du glucose intracellulaire qui régule positivement
le transport de glucose par GLUT2 (Thorens, 2015). Ainsi, le gradient entrant de glucose
demeure important. D’autre part, le G6P ne pourra étre pris en charge par les transporteurs
de glucose et sera séquestré dans les hépatocytes ou il entrera soit dans la voie de la
glycolyse, soit dans la voie des pentoses phosphate a I'origine de la production de NADPH et
du ribose 5-phosphate, un précurseur de la synthese des nucléotides et coenzymes (Stincone
et al., 2015). A I'état postprandial, le GEP va servir de substrat pour la synthése de glycogéne
hépatique lors de la glycogénogenése. Au contraire, a I'état post-absorptif, la glycogénolyse
sera I'un des premiers mécanismes mis en place pour libérer du glucose (Agius, 2008; Han et
al., 2016; Rui, 2014). De nombreux acteurs permettent la régulation de la glycogénogenése et
glycogénolyse. Ces différentes voies de régulation sont détaillées dans la Figure 4.
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Figure 4. Les voies de la glycogénogeneése et de la glycogénolyse et leur régulation par

'insuline, le glucagon et les catécholamines.
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Les voies de la glycogénogeneése et de la glycogénolyse et leur régulation par I'insuline, le
glucagon et les catécholamines.

A l'état postprandial, le glucose entre dans les hépatocytes via les transporteurs GLUT (1). Il est
phosphorylé en G6P par la glucokinase (GK) (2) puis converti en G1P par la phosphoglucomutase (3).
Le G1P sert de substrat a la glycogene synthase (GS) pour la synthése de glycogéene (4). En condition
de jeline, le glycogéene est hydrolysé en G1P par la glycogene phosphorylase (GP) (5), converti en G6P
par la phosphoglucomutase (6) puis dé-phosphorylé en glucose par la glucose-6-phosphatase
(G6Pase) (7). Le G6P peut réguler, de fagon allostérique, la GP (inhibition) (8) et la GS (activation) (9).
L’insuline, via PKB/AKkt, inhibe par phosphorylation I'activité de la kinase GSK3 (10), ce qui léve son
inhibition sur la GS (11). L'insuline stimule également l'acétylation de la GP, ce qui favorise sa
phosphorylation et son inhibition via PP1A (12). L'insuline agit également positivement sur la GK (13).
A I'état postprandial, 'iléon sécréte le Fgf15 (14) qui est amené jusque dans le foie via la veine porte et
se fixe sur son récepteur Fgfr4 (15). La fixation Fgfl15/Fgfr4 va activer les kinases de la famille RSK
capables d’inhiber GSK3 par phosphorylation (16). En condition de jelne, le glucagon et les
catécholamines, via 'augmentation de 'AMPc intracellulaire, vont activer la PKA qui va activer par
phosphorylation la GP (17). De plus, le glucagon inhibe I'acétylation de la GP, ce qui va diminuer la
déphosphorylation inactivatrice de la PP1A (18). D’aprés (Agius, 2008; Jiang and Zhang, 2003; Kir et
al., 2011).

GLUT2: glucose Transporter; G6P : glucose-6-phosphate ; G1P : glucose-1-phosphate ; GP : glycogéne
phosphorylase ; GS ; glycogéne synthase ; PKB/AKkt : protéine kinase B ; GSK3 : glycogéne synthase kinase 3 ;
PP1A : protéine phosphatase 1 A ; GK : glucokinase ; Fgfi15 : fibroblast growth factor 15 ; Fgfr4 : fibroblast growth
factor receptor 4 ; P90ORSK : ribosomal s6 kinase ; AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; PKA : protéine
kinase A ; G6Pase : glucose-6-phosphatase
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Ii. La glucose-6-phosphatase

La G6Pase est une enzyme qui intervient a la fois au cours de la
glycogénogenése/glycogénolyse et au cours de la néoglucogenése. Un défaut d’activité de la
G6Pase, que ce soit au niveau de son unité catalytique (G6PC) ou au niveau de la sous-unité
assurant le transport de G6P (G6PT), conduit a la glycogénose de type | (A ou B) qui se
caractérise par une accumulation de glycogene dans le foie et les reins (Sullivan and Forbes,
2019) et des hypoglycémies séveres, étant donné que le glycogene ne peut étre hydrolysé en
glucose (Chou et al., 2010).

La G6Pase est un complexe protéique qui est constitué de plusieurs sous-unités, la G6PC
(G6Pase catalytic subunit) qui est l'unité catalytique et la G6PT (G6P transporter), une
translocase qui assure le transport du G6P au niveau de la face luminale de la membrane du
RE ou se trouve la G6PC. On dénombre trois isoformes de la G6PC qui sont différentiellement
exprimées en fonction des tissus. Ainsi la G6pcl s’exprime fortement dans le foie et les reins
et dans une moindre mesure dans les cellules  des flots pancréatiques, les muscles et
l'intestin tandis que I'expression de la G6pc2 est restreinte aux cellules B pancréatiques et que
la G6pc3 a une expression ubiquitaire (Dogra et al., 2006; Hutton and O’Brien, 2009; Rajas et
al., 1999). Les deux isoformes G6PC2 et G6PC3 semblent avoir une activité phosphatase tres
faible ou inexistante suggérant ainsi un réle moindre de ces deux isoformes dans la production
hépatique de glucose (Martin et al., 2001, 2002; Petrolonis et al., 2004). Il a effectivement été
montré que la délétion in vivo de la G6pc3 chez la souris n’avait aucun impact sur la production
hépatique de glucose (Wang et al., 2006). En plus de sa régulation via l'insuline, le glucagon
et les catécholamines (voir Figure 4. et Figure 6.), la G6Pase peut étre régulée par les
glucocorticoides et les acides gras. Il a été montré en particulier que les acides gras
polyinsaturés réprimaient I'expression de la G6pase dans des lignées cellulaires hépatiques

humaines (Rajas et al., 2002).

iii. La néoglucogenése

Au bout de plusieurs heures de jelne (12 heures chez 'Homme et 6 heures chez la souris),
les stocks de glycogene de l'organisme seront épuisés et un basculement des voies
métaboliques en faveur de la néoglucogenese sera opéré. La néoglucogenese (NGG) permet
la formation de glucose a partir de précurseurs non glucidiques tels que le pyruvate et le
lactate, les acides aminés glucoformateurs et le glycérol. La NGG a lieu dans différents tissus :
le foie, les reins et l'intestin et il existe des substrats préférentiels en fonction du métabolisme
de chacun des trois organes néoglucogéniques. Ainsi les principaux substrats de la
néoglucogenése hépatique sont I'alanine, le lactate et le glycérol (Rui, 2014). On représente

classiguement la néoglucogenese comme la réaction inverse de la glycolyse.
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Figure 5. La voie de la néoglucogenése.

Dans la mitochondrie, la PC ajoute un groupe fonctionnel carboxyle au pyruvate aboutissant a la
formation d’oxaloacétate (OAA). Celui-ci est réduit en malate par la MDH mitochondriale, exporté dans
le cytoplasme puis oxydé de nouveau en oxaloacétate par la MDH cytosolique. Dans le cytosol,
'oxaloacétate est converti en PEP par la PEPCK. L’énolase ou phosphopyruvate hydratase catalyse la
formation de 2-phosphoglycérate a partir du PEP et d’'H20. Le 2-phosphoglycérate est converti en 3-
phosphoglycérate par la phosphoglycérate mutase puis phosphorylé en 1,3- bisphosphoglycérate par
la phosphoglycérate kinase. Ce dernier est ensuite réduit en glycéraldéhyde-3-phosphate par la
glyceraldéhyde 3-phosphate dehydrogénase puis isomérisé en dihydroxyacétone phosphate par la
triose phosphate isomérase. Le glycéraldéhyde-3-phosphate et le dihydroxyacétone phosphate sont
ensuite combinés pour former le fructose 1,6-biphosphate via I'aldolase. Celui-ci est ensuite dé-
phosphorylé par le fructose 1,6-biphosphatase puis converti en glucose-6-phosphate (G6P) par la
phosphohexose isomérase. Le G6P est ensuite dé-phosphorylé par la G6Pase pour étre libéré dans la
circulation sanguine via le transporteur GLUT2 ou un transport vésiculaire qui pourrait impliquer les

cavéolines (Guillam et al., 1998).

OAA : oxaloacétate ; MDH : malate deshydrogénase ; PEP : phosphoénolpyruvate ; ALAT : alanine
aminotransférase ; LDH : lactate déshydrogénase ; PC : pyruvate carboxylase ; PEPCK : phosphoénolpyruvate

carboxykinase

Page | 46



Introduction bibliographique — chapitre 1

Cependant quatre enzymes sont spécifiques de la néoglucogenese : la pyruvate carboxylase
(PC), la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK), la fructose 1,6-bisphophatase
(F1BP) et la glucose-6-phosphatase (G6Pase) (qui intervient également dans la
glycogénolyse).

Les différentes réactions menant a la synthése de glucose a partir du pyruvate, lactate, alanine

ou glycérol sont présentées dans la Figure 5.

Plusieurs mécanismes entrent en jeu dans la régulation de la néoglucogenese hépatique et
extra-hépatique, d’'une part via la disponibilité en substrats et/ou produits, d’autre part via une

régulation de I'expression et de I'activité des enzymes spécifiques de la NGG.

Iv. Reégulation de la néoglucogenese hépatique

La voie de la NGG est inhibée par I'insuline qui est libérée a I'état postprandial en réponse au
glucose et activée par le glucagon qui est prépondérant au cours des périodes de jeline. On
distingue la réponse rapide, qui a lieu dans les trente premieres minutes et qui sera induite par
un changement dans les flux métaboliques, et la réponse lente qui sera induite par la
modification du niveau d’expression des enzymes de la NGG via l'action de facteurs de

transcription.
iv. 1. Réponse rapide

Le glucose stimule l'acétylation de la PEPCK ce qui favorise son ubiquitination et sa
dégradation et va ainsi réprimer la NGG (Jiang et al., 2011). Un autre exemple de réponse
rapide concerne la régulation de la NGG par le glucagon via la concentration cytosolique du
fructose-2,6-biphosphate (F-2,6-BP). Le glucagon stimule [lactivit¢ de la fructose-
biphosphatase-2 qui va ainsi diminuer le stock de F-2,6-BP. Or ce métabolite a une action
activatrice sur la phosphofructokinase 1 (PFK1) qui convertit le F6P en F-1,6-BP et favorise
ainsi la voie de la glycolyse. Le glucagon, via la modulation de la concentration plasmatique
en F-2,6-BP, va ainsi réprimer la voie de la glycolyse au profit de la néoglucogenése (K et al.,
2015). Enfin, la pyruvate carboxylase est régulée positivement de maniere allostérique par
'acétyl-CoA qui est généré lors de la B-oxydation des acides gras provenant de la lipolyse
(Perry et al., 2015).

iv. 2. Réponse lente

Les différents mécanismes de régulation de la NGG sous contrdle de I'insuline et du

glucagon sont détaillés dans les Figures 6.A et 6.B.
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Figure 6. Régulation de la néoglucogenése par le glucagon et I'insuline.
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Figure 6.A. Régulation de la néoglucogenése par le glucagon

Le glucagon active la protéine kinase A (PKA) via 'augmentation de '’AMPc intracellulaire (1). PKA
active par phosphorylation le facteur de transcription CREB qui régule positivement I'expression de
PGCl1a, via sa fixation sur le promoteur de ce gene (2). PGCla agit avec les co-activateurs HNF4a, GR
et Foxa1 et active I'expression de la G6Pase et de PEPCK (3). D’autre part, le glucagon inhibe par
phosphorylation la protéine kinase SIK2 (4), bloquant ainsi son interaction avec CRTC2, un co-
activateur de CREB. CRTC2 est ainsi libéré et peut agir dans le noyau en stimulant I'expression des
génes de la néoglucogenése (5). CRTC2 agit de concert avec les co-activateurs p300 et CBP (6). Un
autre mécanisme implique la calcineurine, une phosphatase qui déphosphoryle et stabilise CRTC2 (7).
La PKA induit un relargage de calcium du RE vers le cytosol qui active la calcineurine (8). Enfin, le
glucagon active le facteur de transcription FOXA2 qui promeut I'expression des geénes

néoglucogéniques en activant le recrutement de CREB et du GR (9).
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Figure 6.B. Régulation de la néoglucogenése par ’'insuline.

La phosphorylation de PKB/Akt induite par I'insuline conduit a la phosphorylation du facteur de
transcription FOXO1, un signal qui active la translocation et la dégradation de FOXOL1 (1). Ce dernier
est impliqué dans I'expression des génes de la néoglucogénése (2). Ainsi sa dégradation réprime la
voie de la néoglucogénése. Linsuline stimule également SIK2 (3) qui phosphoryle CRTC2 empéchant

ainsi sa translocation dans le noyau et activant sa dégradation (4).

PKA : protéine kinase A ; AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; CREB : c-AMP response element-binding
protein ; PGC1la : peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha ; HNF4a : hepatocyte
nuclear factor-4 ; GR : glucocorticoides receptor ; FOXAL : forkhead box protein Al; SIK2 : serine/threonine-
protein kinase ; CRTC2 : CREB regulated transcription coactivator 2 ; CBP : CREB-binding protein ; FOXA2 :
forkhead box protein A2 ; CAN : calcineurine ; PKB/AKkt : protein kinase B ; FOXO1 : forkhead box protein O1 ;
FXR : farnesoid X receptor ; G6Pase : glucose-6-phosphatase ; FBP1 : fructose-biphosphatase 1; PEPCK :

phosphoénolpyruvate carboxykinase.
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I Captation et circulation des lipides : la voie exogene et la voie
endogéne

Le foie joue un rdle crucial dans la prise en charge des lipides au cours de la phase
postprandiale. D’'une part, il va stocker une partie des lipides fournis par I'alimentation. D’autre
part, le glucose qui ne sera pas stocké sous forme de glycogéne servira de précurseur a la
synthese de novo des triglycérides (TG). Une partie de ces TG sera exportée et stockée dans

le tissu adipeux blanc.

Du fait de leur hydrophobicité, les lipides ne peuvent circuler librement dans le plasma. lls sont
transportés par des lipoprotéines qui constituent des micelles de différentes densités et
compositions lipidiques. Elles sont composées d'une couche extérieure amphipathique
contenant de la phosphatidylcholine et du cholestérol libre tandis que le coeur des
lipoprotéines, trés hydrophobe, contient des triglycérides, esters de cholestérol ainsi que des
composés lipophiles comme les vitamines A, D, E ou K (Heeren and Scheja, 2021). Les
lipoprotéines contiennent également des apolipoprotéines qui permettent I'assemblage de
tous ces lipides mais ont également un réle dans la régulation du transport lipidique entre le

foie et les tissus extra-hépatiques.

i.1. Voie exogéne des lipides

Aprés un repas, les lipides sont digérés dans l'intestin notamment grace aux acides biliaires
et la lipase pancréatique. Dans les entérocytes, les AG qui ont pénétré la barriére intestinale
par diffusion passive ou via des transporteurs d’AG tel que CD36 (cluster of differenciation 36)
ou FATP4 (fatty acid transport protein 4) seront de nouveau convertis en triglycérides puis
associés avec des apolipoprotéines tel que I'apoB-48, ApoA-1 et Apo A-1V afin de former des
chylomicrons. La MTP (microsomal triacylglycerol transfer protein) permet la synthése de
I'apolipoprotéine B, le transfert des lipides neutres et leur assemblage au sein les lipoprotéines
(Biterova et al., 2019).

Les chylomicrons contenant des TG mais également du cholestérol (sous forme libre ou lié a
un AG par 'ACAT (acyl-CoA cholesterol acyl transferase)) et des phospholipides quittent les
entérocytes pour rejoindre la circulation lymphatique puis sanguine. Dans le sang, les
chylomicrons seront maturés par des échanges d’apoliporotéines (ApoE et ApoC) avec les
HDL (high density lipoprotein) (Abumrad and Davidson, 2012).
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La lipoprotéine lipase (LPL) est une enzyme qui hydrolyse les TG en AG. Elle est
principalement synthétisée dans le muscle et le tissu adipeux. C’est une enzyme produite a
lintérieur de ces tissus mais qui sera active une fois dans le sang. L’action de la LPL va
permettre I'apport en AG aux différents tissus extra-hépatiques (principalement le tissu
adipeux et dans une moindre mesure les cellules musculaires) via I'action des transporteurs
CD36 et FATP. L’activité LPL est, entre autres, régulée par les apolipoprotéines des
chylomicrons ainsi que par l'insuline. Les chylomicrons appauvris en TG, dits chylomicrons
remnants, arrivent alors jusqu’au foie ou ils sont re-captés grace a des récepteurs qui fixent
'apo E. L’apo E est ainsi essentielle dans la clairance plasmatique des chylomicrons. Des
mutations au niveau de son géene peuvent conduire a une élévation des TG et du cholestérol
plasmatique (Phillips, 2014). Dans le foie, le cholestérol servira de substrat a la synthése des
acides biliaires, des hormones stéroidiennes ou pourra étre libéré dans la circulation sanguine

via les VLDL (very low density lipoprotein) (Dallinga-Thie et al., 2010; Olivecrona, 2016).

i.2. Voie endogéne des lipides

Les VLDL : transporteurs des triglycérides

Dans le foie, les TG issus de la lipogenése de novo ou des chylomicrons remnants pourront
étre distribués aux tissus extra-hépatiques via les VLDL. De la méme fagon que dans les
chylomicrons, des TG, majoritairement, seront associés a des apolipoprotéines, en particulier
apo B-100 grace a la MTP pour former les VLDL qui seront ensuite secrétés dans la
circulation sanguine. Sous I'action de la LPL, les VLDL seront progressivement appauvris en
TG conduisant a la formation de VLDL remnants dits IDL (intermediate density lipoprotein).
Ces derniers, aprés échange d’apoliprotéines avec les HDL, seront en partie re-captés par le
foie grace au récepteurs LDL et LRP (lipoprotein receptor related protein) qui fixent I'apoE.
Dans le foie, les IDL seront hydrolysés par la lipase hépatique et le cholestérol libre sera alors
métabolisé. Une surexpression de la LPL hépatique induit une stéatose associée a une
insulino-résistance dans le foie & cause d’un apport trop important d’AG et une accumulation
de ses métabolites, impliqués dans la perturbation des réponses cellulaires a l'insuline, tel que
le diacyglycérol ou les céramides (Kim et al., 2001). Les IDL, riches en cholestérol libre, qui
n’ont pas été métabolisés par le foie deviendront, aprés échanges d’apoliporotéines, des LDL
(low density lipoprpotein) et distribueront le cholestérol aux tissus périphériques (Feingold,
2000).
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Les LDL : transporteurs du cholestérol libre

Ainsi, la clairance plasmatique des LDL dépend-elle de la synthese des récepteurs LDL (LDL-
R) par le foie. Cette derniére est directement liée au contenu hépatique en cholestérol. Si celui-
ci est bas, I'expression des LDL-R, ainsi que d’autres génes impliqués dans le métabolisme
du cholestérol, sera stimulée par le facteur de transcription SREBP2 (sterol regulatory element
binding protein). SREBP2 est présent a I'état inactif dans le réticulum endoplasmique (RE).
Un taux réduit de cholestérol cellulaire déclenchera sa translocation dans le Golgi ou il sera
clivé en facteur de transcription actif agissant dans le noyau. D’autre part, un autre facteur de
transcription appartenant a la famille des récepteurs nucléaires (RN), le LXR (liver X receptor)
régule négativement I'entrée du cholestérol dans le foie en stimulant la transcription de I'E3
ubiquitin ligase qui permet I'ubiquitination et la dégradation des LDL-R. Le LXR est quant a lui
activé par le cholestérol oxydé présent dans le foie. Il existe ainsi différents senseurs du
cholestérol hépatique qui régule sa captation et sa synthése dans le foie (Goldstein and Brown,
2009).

Une accumulation de LDL plasmatique due, par exemple, a un régime trop riche en cholestérol
ou I'oxydation des LDL qui perturbe leur captation par le foie est directement liée a la formation
de plaques d’athérome conduisant a des accidents cardio-vasculaires comme les infarctus
(Itabe et al., 2021).

Voie de retour du cholestérol par les HDL

Les HDL (high density lipoprotein) sont majoritairement constitués par I'apo A-l, synthétisée
par le foie et I'intestin et par du cholestérol estérifié qui est récupéré sous forme libre au niveau
des tissus périphériques ou d’autres lipoprotéines puis estérifié dans les HDL par la LCAT
(lecithin cholesterol acyltransferase). L'apo A-1 active la LCAT et facilite ce processus
d’estérification. LABCA1 (ATP-binding cassette Al) permet le transport du cholestérol des
tissus extra-hépatiques vers les HDL. Une mutation inactivatrice de ce gene conduit a une
accumulation intracellulaire de cholestérol. En effet, de nombreuses cellules ne disposent pas
de voie métabolique pour le catabolisme du cholestérol. Les macrophages permettent
également I'efflux du cholestérol des tissus périphériques au HDL. Le récepteur nucléaire LXR
est impliqué dans la régulation de I'efflux de cholestérol car sa stimulation par les oxystérols
va activer I'expression des génes codant pour les transporteurs de cholestérol des cellules
vers les HDL. Le cholestérol transporté dans les HDL est directement re-capté par le foie grace
a SCARBL1 (scavenger receptor class B type I) sans internalisation des HDL. Dans le foie, le
cholestérol sera, soit utilisé pour la production d’acides biliaires, soit directement excrété dans

la bile.
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La voie de retour du cholestérol par les HDL est cruciale dans la prévention de I'athérosclérose
(Lee-Rueckert et al., 2016; Ramasamy, 2014; Rosenson et al., 2012; Zhao et al., 2010).

Le foie joue donc un rdle essentiel dans la gestion des lipides au sein de 'organisme et permet
de limiter leur dépdt dans les vaisseaux sanguins. Il a également une action importante dans
la synthése et le stockage des lipides sous forme de TG, méme si le tissu adipeux est, de loin,

'organe principal de réserve de ces derniers.

i La lipogenése de novo

La lipogenése de novo a lieu dans le foie et le tissu adipeux et permet de convertir les
carbohydrates en excés en acides gras qui seront ensuite stockés ou exportés dans les tissus
extra-hépatiques, en particulier le tissu adipeux, sous forme de triglycérides. Les AG sont
formés a partir de l'acétyl-Coenzyme A issue de la glycolyse et du cycle de Krebs. L'acétyl-
CoA est carboxylée par 'ACC (acetyl-CoA carboxylase) en malonyl-CoA. Cette enzyme inhibe
également la p-oxydation des acides gras via son action sur la CPT1 (carnitine palmitoyl
tansferase) qui permet le transport des acétyl-CoA a travers la membrane mitochondriale. Le
malonyl-CoA est ensuite converti en palmitate par la FAS (fatty acid synthase). Des élongases
ELOVL (elongation of very long chain fatty acid), dont il existe de nombreuses isoformes, et
des désaturases entrent en jeu pour modifier le palmitate et ainsi former de nombreux acides
gras différents. La SCD1 (stearoyl-CoA desaturase) est notamment impliguée dans ces
processus et permet de convertir le stéarate en oléate. Elle est également impliqguée dans la
régulation de la lipogenése car elle module I'expression des enzymes ACC et FAS ainsi que
les facteurs de transcription SREBP1 (sterol regulatory element binding protein 1) et ChREBP
(carbohydrate responsive element binding protein). Les AG ainsi obtenus sont ensuite
estérifiés pour former des TG par la GPAT (glycerol-3-phosphate acyl transferase) et la DGAT
(diacylglycerol acyltransferase). Les TG pourront étre stockés dans le foie mais une grande
partie sera exportée via les VLDL et majoritairement stockée dans le tissu adipeux (Sanders
and Griffin, 2016; Wang et al., 2015).

La lipogenése de novo est sous contréle de I'insuline. En effet, I'insuline inhibe I'association
de la protéine SCAP (SREBP cleavage activating protein) et de la protéine INSIG-2a (insulin
induced gene 2) ce qui permet la libération du facteur de transcription SREBP-1 (sterol
regulatory element binding protein 1) et sa translocation du réticulum endoplasmique (RE) vers
le Golgi ou il va subir un double clivage protéolytique nécessaire a son activation. SREBP-1c
va alors agir dans le noyau et stimuler I'expression de genes impliqués dans la lipogénése de

novo comme Fas et Acc (Foufelle and Ferré, 2002).
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Le facteur de transcription ChREBP stimule également la transcription des génes impliqués
dans la lipogenése de novo. Il est présent sous forme phosphorylé et inactive dans le cytosol
et le glucose induit sa déphosphorylation et sa translocation dans le noyau. La PKA, activée
par le glucagon, peut phosphoryler ChREBP et induire son inactivation. Ainsi la lipogenése de
novo est-elle sous contréle a la fois de I'insuline et du glucagon (Postic et al., 2007).

A l'état absorptif, les cellules disposent d’'une grande quantité de glucose qui sera stockée

sous forme de glycogéne, dans le foie et les muscles lors de la glycogénogénese.

Cependant, c’est le stockage des graisses sous forme de triglycérides dans le tissu adipeux
majoritairement qui va permettre d’apporter une trés grande quantité d’énergie a I'état post-
absorptif. En effet, au repos, prés de la moitié de I'énergie consommée par les muscles, le foie

et les reins proviennent du catabolisme des acides gras.

Le foie est donc un organe clef dans la régulation de 'lhoméostasie énergétique de par sa
contribution dans les voies de la glycogénogenése/glycogénolyse, néoglucogenése,
lipogenése de novo et le transport des lipides. Le foie est également impliqué dans le
métabolisme énergétique car il permet la synthése des acides biliaires (AB). Les AB sont des
molécules qui permettent la digestion des graisses mais elles participent également au
maintien de 'homéostasie énergétique en tant que ligands de récepteurs nucléaires ou
membranaires tels que FXR (farnesoid X receptor) ou TGR5 (Takeda G-protein receptor 5).
Dans la partie suivante, je détaillerai les voies de synthése et de transport des AB ainsi que
les mécanismes contrblant leurs régulations. De plus, je m’intéresserai aux roles des AB en
tant que molécules de signalisation impliquées dans le contrble du métabolisme glucidique et

lipidique.
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ll) ROle du foie dans le métabolisme des acides biliaires

Lors d’un repas, nous ingérons des nutriments qui seront tout d’abord digérés dans la lumiére
du tractus gastro-intestinal puis absorbés au niveau des cellules épithéliales de I'intestin gréle.
La digestion est le processus de morcellement des aliments tandis que 'absorption désigne le
processus au cours duquel les molécules produites lors de la digestion quittent la lumiére du
tractus gastro-intestinal, passent a travers une couche de cellules épithéliales et gagnent la
circulation lymphatique et sanguine. La plus grande partie de I'absorption et de la digestion a
lieu dans lintestin gréle. Dans un premier temps, les enzymes hydrolytiques de l'intestin gréle
vont scinder les aliments en petites molécules : monosaccharides, acides gras ou acides

aminés.

La bile est sécrétée par le foie et contient des ions HCO3-, du cholestérol, des phospholipides,
des pigments biliaires (bilirubine) ainsi que des sels ou acides biliaires (AB). Les AB, une fois
conjugués a un acide aminé (taurine ou glycine), sont appelés sels biliaires. Dans la suite de
ce chapitre, par facilité de lecture, jemploierai uniquement le terme d’acides biliaires ou AB.
Les acides biliaires, tout comme les phospholipides, sont des molécules amphipathiques, c’est
a dire qu’elles possédent a la fois un groupe hydrophile et un groupe hydrophobe. En raison
de cette particularité, les acides biliaires jouent un réle indispensable dans la digestion et
'absorption des graisses. Les lipides ingérés s’agregent en grosses gouttelettes lipidiques.
Lors de la digestion, la lipase pancréatique catalyse la rupture de la liaison qui relie les acides
gras au glycérol. Cependant, I'action de la lipase pancréatique se limite a la surface des
grosses gouttelettes lipidiques. La motilité de l'intestin permet de séparer ces grosses gouttes
lipidiques en plus petites gouttes. Les acides biliaires ainsi que les phospholipides stabilisent
ces petites gouttes et évitent ainsi leur agrégation, facilitant I'action de la lipase pancréatique.
Ce processus est appelé émulsification. Les acides biliaires et phospholipides vont ensuite
former des micelles afin de stabiliser les acides gras et monoglycérides issus de la digestion.
Cependant certains dérivés de la digestion des graisses, bien que peu solubles dans I'eau
restent libres et diffusent a travers la membrane plasmique des cellules épithéliales de I'intestin
gréle. Un équilibre s’établit entre les AG libres, les monoglycérides et ceux sous formes de
micelles. Au fur et & mesure de la digestion, les micelles se rompent puis se reforment,

permettant la diffusion et donc I'absorption de tous les lipides.

Les acides biliaires jouent donc un rdle majeur dans la digestion des lipides. lls permettent
également le catabolisme du cholestérol et 'excrétion de molécules hydrophobes qui ne seront

pas éliminées par les urines (Lefebvre et al., 2009).
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Figure 7. Synthése des AB primaires dans les hépatocytes chez la souris.
Les enzymes impliquées dans la voie classique sont indiquées en jaunes et celles impliquées dans la

voie alternative en vert.

Cyp7al : cholesterol 7a-hydroxylase ; Cyp27al : cytochrome p450 27 subfamily A member ; Cyp7b1 : cytochrome
p450 family 7 subfamily B member 1 ; HSD3B7 ; hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase ; AKR1D1 : aldo-keto
reductase family 1 member D1 ; AKR1C4 : aldo-keto reductase family 1 member C4 ; Cyp8b1 : cytochrome p450
family 8 subfamily B member 1 ; Cyp27al : cytochrome p450 27 subfamily A member 1 ; Cyp2c70 : cytochrome
p450 family 2 subfamily C member 70 ; CA : cholic acid ; CDCA ; chenodeoxycholic acid ; UDCA : ursodeoxycholic
acid ; a/B-MCA : alpha/beta muricholic acid

Page | 56



Introduction bibliographique — chapitre 1

I Synthese

i. 1. Synthése des acides biliaires primaires

Les acides biliaires primaires sont synthétisés a partir de I'oxydation du cholestérol par les
hépatocytes. llIs sont synthétisés et conjugués dans le foie puis libérés dans I'intestin. lls seront
ensuite dé-conjugués puis convertis en acides biliaires secondaires par les bactéries qui
composent le microbiote intestinal. Chez la souris, l'acide cholique (CA), lacide
chenodeoxycholique (CDCA), I'acide murocholique (MCA) et l'acide ursodéoxycholique

(UDCA) représentent les acides biliaires primaires majoritaires (Li and Dawson, 2019).

La synthése des AB constitue la principale voie de catabolisme et d’excrétion du cholestérol.
La conversion du cholestérol en AB et son excrétion via les feces représente 90 % de son
catabolisme. L’autre voie de catabolisme du cholestérol consiste en son utilisation pour la

synthése d’hormones stéroidiennes ou de vitamine D3 (Lefebvre et al., 2009).

La synthése des acides biliaires impligue 17 enzymes qui se situent dans différents
compartiments subcellulaires tel que la mitochondrie, le cytosol ou le réticulum
endoplasmique. Il existe deux voies de synthése des acides biliaires, la voie classique ou
neutre et la voie alternative ou acide (voir Figure 7.). Chez les humains, la voie classique
prédomine. Chez les souris, ces deux voies semblent équivalentes (Botham and Boyd, 1983;
Russell, 2003).

Au cours de la voie classique, la synthése des AB est initiée par I'hydroxylation du cholestérol
en position 7alpha par 'enzyme Cyp7al (cholesterol 7a-hydroxylase) aboutissant a la
synthése de 7a hydroxycholestérol. Cyp7al est une enzyme hydrophobe appartenant a la
famille des cytochromes p450. Au cours de la voie alternative, l'initiation débute par I'ajout d’un
groupe hydroxy méthyle (CH20H) sur le cholestérol par 'enzyme Cyp27al (cytochrome p450
27 subfamily A member 1) a I'activité sterol 27-hydroxylase puis par I'hnydroxylation en position
7a du composé obtenu, par 'enzyme Cyp7b1l (cytochrome p450 family 7 subfamily B member
1) ou I'enzyme Cyp39al (Cytochrome p450 family 39 subfamily A member 1) aux activités
oxysterol hydrolase (Mertens et al., 2017). L’enzyme Cyp7b1 n’est pas uniquement exprimée
dans le foie mais également dans le rein et le cerveau et est capable d'utiliser une grande
variété de substrats. Ainsi d’autres tissus peuvent fournir des intermédiaires pour la synthése
des AB (Russell, 2003).
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Il existe deux autres enzymes (la cytochrome p450 family 46 subfamily A member 1 et la
cholesterol 25-hydroxylase) permettant également I'hydroxylation du cholestérol pour la
formation des acides biliaires mais elles sont tres peu exprimées dans le foie. Elles permettent
cependant de compenser en partie la synthése d’acides biliaires chez les souris transgéniques

qui n’expriment pas la Cyp7al (Javitt, 2000).

Les dérivés du cholestérol obtenus au cours de linitiation vont ensuite étre oxydés par
'enzyme HSD3B7 (hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase) pour donner le 4-cholesten-7a-
ol3-one. Cette étape s’avere cruciale pour la synthése des AB. Ainsi les souris déficientes en
HSD3B7 ne survivent pas apres 3 semaines de vie (Ishibashi et al., 1996; Shea et al., 2007).
A cette étape de la synthése des AB, la voie principale et la voie alternative se rejoignent. Le
produit issu de la réaction catalysée par HSD3B7 peut alors entrer dans différentes voies. Ce
composé peut étre hydroxylé en position 12 par I'enzyme sterol 12a-hydroxylase (cytochrome
p450 family 8 subfamily B member 1 ou CYP8b1) pour former, aprés des réactions d’oxydo-
réduction catalysées par les enzymes AKR1D1 (aldo-keto reductase family 1 member D1) et
AKR1C4 (aldo-keto reductase family 1 member C4), le CA. Le 4-cholesten-7a-0l3-one peut
également étre directement convertit en CDCA par les enzymes AKR1D1 et AKR1C4.
L’enzyme Cyp27A1, impliquée dans l'initiation de la voie alternative, intervient également dans
les réactions d’oxydation de la chaine latérale de ces intermédiaires aboutissant a la formation
du CDCA. Chez la souris uniqguement, le CDCA pourra étre converti en UDCA, qui sous I'action
de la Cyp2c70 (cytochrome p450 family 2 subfamily C member 70) sera transformé en 3-MCA.
L’a-MCA provient quant a lui de I'hydroxylation du CDCA catalysé également par la Cyp2c70
(Li and Dawson, 2019).

La derniére étape de la synthése des AB primaires consiste en I'ajout d’'un acide aminé, la
taurine ou la glycine, par une liaison amide au niveau du carbone 24. Cette réaction est
appelée conjugaison et permet de charger négativement la molécule a un pH physiologique
afin d’'augmenter sa solubilité dans I'eau et donc dans la lumiére intestinale. La conjugaison
prévient également le retour des AB dans les hépatocytes par diffusion passive. Cette réaction
est catalysée par I'enzyme bile acid amino acid n-acyltransferase (BAAT), localisée dans les
peroxysomes et 'enzyme bile-acid-CoA synthetase (BACS) (Falany et al., 1994). Le ratio AB
conjugués et AB libre peut-étre régulé par PPAR a (peroxisome proliferator-activated receptor
a), qui active une enzyme du peroxysome : la coenzyme A thioesterase 2, qui catalyse la
décongugaison des AB (Hunt et al., 2002). Chez la souris, 95 % des AB conjugués sont liés
avec la taurine. Au contraire chez 'Homme, le ratio de conjugaison glycine : taurine est de
3:1. (Russell, 2003). Les AB peuvent également étre sulfatés ou glucuronidés, réactions
catalysées respectivement par la Sult2A9 (sulfotransferase family 2A member 9) et les UDPGT

(uridine 5-diphospho-glucoronosyltransférases) (King et al., 2000).
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Ces deux processus permettent de réduire la toxicité des AB particulierement hydrophobes et
de favoriser leur élimination (Reshetnyak, 2013). Les iléocytes et colonocytes expriment ces
enzymes et sont donc capables de glucoronider ou sulfater les AB avant leur élimination
(Dawson and Karpen, 2015).

i. 2. Synthese des acides biliaires secondaires

Dans le colon, les AB vont interagir avec la flore bactérienne qui convertit les AB primaires en
AB secondaires. Dans un premier temps, les AB seront déconjugués par les BSH (bile salt
hydrolases) qui sont exprimées par un grand nombre d’espéces de la flore intestinale (Dong
and Lee, 2018). Une série de réactions de déshydrogénation, déhydroxylation et épimérisation
vont conduire a la formation de HCA (acide hyocholique) et de MDCA (acide
murideoxycholique) a partir du aMCA ainsi qu’a la formation de wMCA (acide w-muricholique)
et de HDCA (acide hyodeoxycholique) a partir du BMCA. Le CA et le CDCA seront, quant a
eux, convertis respectivement en DCA (acide deoxycholique) et LCA (acide lithocholique)
(Molinaro et al., 2018).

La relation entre le microbiote et acides biliaires n’est pas a sens unique car la modification de
la composition des AB va engendrer une modification du microbiote intestinal, en partie via
I'action détergente des AB sur les bactéries. Ainsi, chez 'lHomme comme chez les rongeurs,
I'obstruction du flux biliaire a pour conséquence une prolifération bactérienne dans l'intestin et
le passage de ces bactéries a travers la barriére intestinale a I'origine d’infection systémique
(Berg, 1995). L’administration par voie orale d’acides biliaires réduit la prolifération et la
translocation bactérienne (Lorenzo-Zufiiga et al., 2003). L’action des AB sur le microbiote
intestinal pourrait également étre médiée via le récepteur nucléaire FXR (Farnesoid X
Receptor). En effet, I'activation de FXR chez des souris ayant subi une ligature des voies
biliaires semble induire I'expression de génes impliqués dans la prolifération bactérienne et la
protection des entérocytes. Les souris KO (Knock-Out) FXR présentent quant a elles une
augmentation du contenu en bactéries intestinales et une perturbation de I'intégrité de la

barriére intestinale (Inagaki et al., 2006).

D’autre part, la synthése des AB est augmentée chez les rats et souris germ-free ou traités
avec des antibiotiques, associée a une augmentation du pool d’acides biliaires et en particulier
du Tauro-BMCA, un antagoniste connu de FXR. Ces rongeurs sont également résistants a

I'obésité induite par un régime riche en gras (Swann et al., 2011).
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Figure 8. Le cycle entéro-hépatique des acides biliaires chez la souris.

Aprés leur synthése dans les hépatocytes, les AB sont libérés dans les canalicules biliaires au niveau
du péle apical grace aux transporteurs BSEP, MDR1a/b et MRP2. Les AB sont alors stockés dans la
vésicule biliaire puis libérés dans la lumiére intestinale sous contréle de la CCK. La majeure partie des
AB seront réabsorbés par les entérocytes grace au transporteur ASBT, pris en charge par la protéine
IBABP au sein de la cellule et excrétés dans la circulation sanguine via le transporteur OSTa/B. Dans
la circulation périphérique, les AB peuvent se fixer sur différents récepteurs sensibles aux AB et agir
dans la régulation de nombreuses fonctions physiologiques en particulier le métabolisme glucidique et
lipidique. La majorité des AB seront réabsorbés au niveau du pdle basal des hépatocytes grace aux
transporteurs NTCP et OATP. Les transporteurs OSTa/p et MRP4/4 permettent la libération des AB des
hépatocytes vers la circulation sanguine en cas de surcharge hépatocytaire.

AB : acides biliaires ; BSEP : bile salt export pump ; MDR1a/b : multi drug resistance protein 1 a/b ; MRP2 : apical
sodium-dependant bile acid transporter ; CCK : cholécystokinine ; ASBT : apical sodium-dependant bile acid
transporter ; IBABP : intestinal BA-binding protein ; OSTa/B : organic solute transporter a/f; NTCP: Na+
taurocholic acid cotransporting polypeptide ; OATP : organic anion transporting polypeptide ; TGR5 : takeda G
protein receptor ; SIPR2 : sphingosine-1-phosphate receptor 2.
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ii. Le cycle entéro-hépatique

Le cycle entéro-hépatique permet, via la veine porte, la réabsorption par les hépatocytes de la
majorité des AB libérés dans le duodénum et circulants dans la lumiére intestinale (voir Figure
8.). Les AB, nouvellement synthétisés dans les hépatocytes, sont sécrétés dans les
canalicules biliaires grace au transporteur actif ATP-dépendant BSEP (bile salt export pump)
appartenant a la famille des transports a cassettes liants 'ATP. Chez la souris, les
transporteurs MDR1a et MDR1b (multi drug resistance protein 1 a/b) sont également capables
d’excréter les AB, en particulier ceux fortement hydroxylés et les plus hydrophiles (tel que le
MCA). Le transporteur MRP2 (multi drug resistance associated Protein 2) permet I'excrétion
de la bilirubine, un composé issu de la dégradation de I’'hémoglobine ainsi qu’une partie des
AB (Akita et al., 2001). Le transport actif des AB a travers la membrane des hépatocytes va
également entrainer la sécrétion d’autres composants de la bile comme les phospholipides, le
cholestérol ou les xénobiotiques qui seront ainsi évacués dans les féces (Trauner and Boyer,
2003). Ces derniers sont transportés dans les canalicules biliaires par les transporteurs
ABCB4 (ATP binding cassette subfamily B member 4) et ABCG5/ABCG8 (ATP binding
cassette subfamily G member 5/8) (Elferink and Groen, 2002). La sécrétion concomitante des
acides biliaires et de ces lipides permet la formation de micelles, indispensables pour protéger
les cellules de l'action détergente des acides biliaires (Smit et al., 1993). Les différents
composants de la bile sont ainsi libérés dans les canalicules biliaires qui courent a travers tout
le foie, stockés dans la vésicule biliaire puis libérés dans la lumiere intestinale au niveau du
duodénum sous l'action de la cholécystokinine (CCK). Cette derniére permet la contraction de

la vésicule biliaire.

Une toute petite fraction des AB sera réabsorbée par les cholangiocytes pour étre amenée
jusqu’au foie. Ces AB pourraient avoir un role de signalisation et participer a la régulation de
la synthése des AB (Alpini et al., 1999, 2013).

Il existe également des transporteurs des AB, tel que OSTa et OSTB (Organic Solute
Transporter a/8) ou MRP3 et MRP4 (Multi drug Resistance associated Protein 3/4), situés au
niveau des membranes basales des hépatocytes, en contact avec la circulation périphérique.
Ces récepteurs permettent notamment d’excréter des AB en cas d’une trop forte concentration
dans les hépatocytes, toxiques pour les cellules. lls sont donc majoritairement actifs en
contexte pathologique, en cas de cholestase notamment. Ainsi, chez la souris, I'expression
des récepteurs Osta et Ostf est fortement augmentée apres une ligature des voies biliaires.
L’expression de ces récepteurs est sous contrdle du récepteur nucléaire FXR, ainsi les souris
KO FXR ne présentent pas de surexpression des génes codant pour OSTa et OST[ aprés

induction d’'une cholestase (Boyer et al., 2006).
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Dans lintestin, une partie des acides biliaires seront réabsorbés au niveau de l'iléon terminal
via le transporteur ASBT (apical sodium-dependant bile acid transporter), puis, a l'intérieur de
la cellule, associés a IBABP (intestinal BA-binding protein) et libérés dans la circulation
sanguine (veine porte) via les transporteurs OSTa/OSTR. L’implication de la protéine IBABP
dans le transport intracellulaire des AB reste encore a éclaircir car une diminution de son
expression ne semble pas perturber la réabsorption des AB au niveau des entérocytes (Kok
et al., 2003).

Les AB qui ne sont pas réabsorbés au niveau de l'iléon terminal sont alors convertis en AB
secondaires dans le colon puis réabsorbés par diffusion passive. Ainsi, seulement 5 % des AB
seront éliminés dans les féces. Les AB primaires et secondaires voyagent jusqu’au foie dans
la veine porte et sont re-captés par les hépatocytes grace au transporteur NTCP (Na+
taurocholic acid cotransporting polypeptide) dépendant du sodium et les transporteurs
appartenant a la famille des OATP (organic anion transporting polypeptide) (Lefebvre et al.,
2009). NTCP présente une affinité importante pour les AB conjugués au contraire des OATP
(Hagenbuch and Dawson, 2004). Il existe également des transporteurs intra-hépatocytaires
permettant aux AB de traverser la cellule du péle basal au péle apical afin d’étre a8 nouveau
excrétés dans les canalicules biliaires. Dans les hépatocytes, les AB non conjugués le seront
a nouveau et les AB secondaires seront métabolisés et convertis de nouveau en AB primaires
(Kunne et al., 2013).

Une infime partie des AB ne sera pas re-captée par le foie et rejoindra la circulation
périphérique. Ces AB vont alors médier leurs actions de signalisation via les récepteurs aux
AB tels que TGR5 (Takeda G protein Receptor) ou S1PR2 (Sphingosine-1-Phosphate
Receptor 2) (Molinaro et al., 2018).

Le transport des AB a travers le cycle entéro-hépatique a lieu 4 a 12 fois par jour et il est
particulierement actif, chez 'Homme, durant la période postprandiale. Etant donné le codt
énergétique que constitue la synthése des AB pour les hépatocytes, la production et la

dynamique du flux des AB est finement régulée.
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La composition du pool d’acides biliaires ainsi que sa taille, définie par la somme des AB
circulants dans les différents compartiments du cycle entéro-hépatique, est régulée par de
nombreux mécanismes qui impliquent notamment I'axe foie-intestin et le microbiote intestinal.
L’altération de la composition ou de la taille du pool d’AB peut indiquer une perturbation au
niveau de leur synthese ou de leur transport qui peut étre consécutif a une agression du foie
(Chiang and Ferrell, 2019). D’autre part, 'accumulation d’AB dans les hépatocytes s’avere
toxigue pour les cellules en raison de leurs propriétés détergentes, a I'origine d’une altération
des membranes. Le pouvoir cytotoxique des AB augmente avec I'index d’hydrophobicité du
mélange. Ce dernier dépend du ratio entre les AB fortement hydroxylés, les plus hydrophiles,

(le MCA par exemple) et ceux moins hydroxylés comme le CDCA.

i Les cholestases

La cholestase est une pathologie qui résulte, soit d’'un défaut de la synthése de la bile au
niveau hépatocytaire, soit d’'un défaut de sa sécrétion ou de son transport dans les canalicules
biliaires (Trauner and Boyer, 2003). Elle se caractérise par une accumulation d’AB dans les
hépatocytes, toxiques pour les cellules. Il existe des cholestases d’origine génétique, telle la
cholestase intrahépatique familiale progressive (PFIC), qui sont associées a des mutations
des transporteurs des AB comme BSEP ou MRP2 (syndrome Dubin-Johnson) mais la
prévalence de ces maladies est treés rare (Zollner and Trauner, 2008). Outre ces mutations
héréditaires, la cholestase peut étre due a I'action de drogues ou d’hormones qui perturbent
la fonction des transporteurs d’AB via par exemple une altération des membranes cellulaires,
empéchant ainsi leur enchassement (Stieger et al., 2000; Funk et al., 2001). On distingue
également les cholestases causées par les cytokines pro-inflammatoires qui peuvent réprimer
'expression des transporteurs des AB (« cholestatic hepatitis »). En effet, la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires, induite par un traitement avec des LPS, diminue le flux biliaire
en perturbant le transport des AB a la fois au niveau du péle apical (en contact avec les
canalicules biliaires) et au niveau du pdle basal de I'hépatocyte (Whiting et al., 1995). La
destruction progressive des canaux biliaires, observée notamment dans le cas des cholangites
biliaire primitive, peut également étre a I'origine d’'une cholestase. Enfin, il peut résulter une
cholestase d’'une obstruction « mécanique » des voies biliaires par un calcul ou une tumeur

par exemple.
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Des mécanismes de compensation interviennent afin de lutter contre 'accumulation des AB
intra-hépatiques. Dans les cas de cholestase, on observe ainsi une augmentation de
'expression des transporteurs impliqués dans I'efflux des AB vers les canalicules biliaires ou
la circulation périphériques (OSTa/B, MRP3 et MRP4) ainsi qu’une diminution de I'expression
de ceux permettant la captation des AB par le foie (NTCP et OATP). En condition normale, les
AB qui avaient rejoint la circulation sanguine sont réabsorbés au niveau du rein par le
transporteur ASBT. Il a été observé une diminution de I'expression de ce transporteur chez
des rats souffrants d’'une cholestase extra-hépatique (Lee et al., 2001). Chez la souris,
I'expression des transporteurs MRP2 et MRP4 localisés au niveau des tubes collecteurs des
reins est induite aprés un traitement avec des acides biliaires (Zollner et al., 2006). Ces
résultats suggérent donc un rbéle de ces transporteurs dans la réponse adaptative de

I'organisme en cas de cholestase.

D’autre part, les mécanismes de compensation mis en place impliquent une transformation du
pool d’acides biliaires. L’hydroxylation des AB est ainsi favorisée, via une augmentation de
'expression de Cyp3all (cytochrome p450 family 8 subfamily B member 1 (Cyp3A4 chez
’humain)), pour les rendre plus hydrophiles, moins toxiques et plus facile a éliminer (Stedman
et al., 2004; Bodin et al., 2005; Marschall et al.,, 2006). On observe également une
augmentation de la sulfatation et de la glucoronidation des AB dans les urines de patients
cholestatiques suggérant que ces deux voies de conversion des AB sont privilégiées afin de
détoxifier et ainsi favoriser I'élimination des AB (Bremmelgaard and Sjévall, 1979). Tous ces
mécanismes permettent donc, dans une certaine mesure, de compenser 'accumulation d’AB
dans les hépatocytes. En effet, 'accumulation d’AB engendre, entre autres, la peroxydation
des lipides mitochondriaux ce qui peut aboutir a la perte du potentiel membranaire et a la
libération du cytochrome C induisant la mort des cellules par apoptose (Perez and Briz, 2009).
Il est donc primordial pour I'organisme de développer des mécanismes de régulation de la

synthése et de la circulation des AB.

i Régulation par le statut nutritionnel

Aprés un repas, I'augmentation de l'insuline plasmatique inhibe I'action de FOXO1, via sa
phosphorylation, ce qui entraine sa translocation hors du noyau. Or, chez la souris, FOXO1
régule positivement la synthése de Cyp7al (Li et al., 2006). L'insuline va donc réprimer la
synthése d’AB chez les rongeurs, au contraire de ce que I'on peut retrouver chez 'Homme.
En effet, chez les humains, le promoteur du géne Cyp7al ne posséde pas d’élément de
réponse a FOXO1. A l'inverse, FOXO1 réprime la transcription de Cyp7al en interférant avec
le recrutement de PGC1a au niveau d’HNF4a. De ce fait, I'insuline, en inhibant FOXO1, induit
la synthese des AB (Li et al., 2006).
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Chez les rongeurs, le glucagon induit la synthése des AB via une augmentation de I'expression
de Cyp7al (De Fabiani et al., 2003). Ainsi, contrairement a 'lHomme, le pic de synthése des
AB a lieu au cours du jelne chez les rongeurs. D’autre part, chez le rongeur uniquement, la
synthese des AB va également étre stimulée par les oxystérols issus de la dégradation du
cholestérol. En effet le promoteur de Cyp7al possede un élément de réponse a LXRa, un

récepteur nucléaire activé par les oxystérols (Gupta et al., 2002).

ii. Roéle de FXR dans I’homéostasie des acides biliaires

Les acides biliaires ont également la capacité de se fixer a différents récepteurs nucléaires
(RN) contr6lant, entre autres, la synthese, la captation ou au contraire I'efflux des AB ainsi que
les différentes réactions a I'origine de leur conjugaison, glucorination, sulfatation ou conversion

en AB secondaires.
iii. 1. Les récepteurs nucléaires sensibles aux acides biliaires

De maniére générale, les récepteurs nucléaires possédent un domaine N-terminal de liaison
a 'ADN sur leurs éléments de réponse et un domaine C-terminal qui permet la fixation du
ligand. De nombreux ligands des récepteurs nucléaires sont de petites molécules lipophiles
capables de traverser la membrane nucléaire pour se fixer aux RN. Les récepteurs nucléaires
peuvent agir en monomeéres ou en hétérodiméres avec le RN RXR (retinoid X receptor). La
fixation du ligand a son récepteur induit un changement de conformation au niveau du domaine
de liaison a 'ADN conduisant au recrutement de différents co-activateurs. Ces derniers, via
un remodelage de la chromatine, vont former un complexe transcriptionnel aboutissant a

I'expression des génes cibles (Mangelsdorf et al., 1995; Li and Chiang, 2014).

Les acides biliaires peuvent agir sur différents récepteurs nucléaires tels que le récepteur
Farnesoid X (FXR), le récepteur Pregnane X (PXR) et le récepteur a la vitamine D (VDR)
(Makishima et al., 1999, 2002). FXR et PXR sont majoritairement exprimés dans les tissus
impliqués dans le cycle entéro-hépatique tandis que VDR est exprimé dans de nombreux
tissus (de Aguiar Vallim et al., 2013). Ces récepteurs nucléaires agissent comme des senseurs
du niveau d’acides biliaires et peuvent induire de nombreuses voies de signalisation afin de
réguler ’homéostasie des AB mais pas seulement. En effet, ils sont également impliqués dans
'homéostasie énergétique par exemple. En plus de ces RN, les AB sont des ligands
endogénes de deux récepteurs membranaires TGR5 et S1IPR2 (Kawamata et al., 2003; Studer
et al., 2012). Dans la suite de ce chapitre, je m’intéresserai particulierement aux roles de FXR

dans la régulation de 'homéostasie des acides biliaires et 'homéostasie énergétique.
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Figure 9. Mécanismes de régulation de la synthése des acides biliaires sous contrdle de FXR.
L’activation de FXR dans les hepatocytes induit I'expression de Shp qui va réprimer I'expression de
Cyp8bl et, dans une moindre mesure, Cyp7al (chez la souris). La fixation des AB a FXR dans les
enterocytes conduit a I'expression de Fgf15, qui via la fixation au récepteur FgfR4 va inhiber I'expression
de Cyp7al et Cyp8bl.

ASBT : apical sodium dependant bile acid transporter ; FXR ; farnesoid X receptor ; Fgf15 : fibroblast growth factor
15; FgfR4 : fibroblast growth factor receptor ; RXR : retinoid X receptor ; SHP : small heterodimer partner ; Cyp8b1 :
cytochrome p450 family 8 subfamily B member 1 ; Cyp7al : cholesterol 7a hydrolase ; LRH-1 : liver receptor
homolog 1 ; HNF4a : hepatocyte nuclear factor 4 a
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iii. 2. Le récepteur nucléaire FXR

Le récepteur nucléaire FXR a été identifi€ comme un récepteur aux acides biliaires a la fin des
années 1990 (Wang et al.,, 1999). Il existe deux genes codant pour FXRa et FXR},
respectivement NR1H4 et NR1H5 (nuclear receptor subfamily 1 group H member 4/5). La
fonction physiologique de FXR[ reste encore a élucider et il ne semble pas sensible aux AB
(Teodoro et al., 2011). FXRa posséde quant a lui quatre différents isoformes et il semble que
I'activation des différents génes cibles ainsi que I'affinité des AB pour ce récepteur pourraient
varier en fonction des différents isoformes exprimés (Vaquero et al., 2013). L’action de FXR
s’effectue par fixation de ce dernier sur une séquence d’ADN réponse HRE (hormone
response element). Il agit la plupart du temps en hétérodimere avec le récepteur nucléaire
RXR (Lefebvre et al.,, 2009). FXR peut cependant agir en monomére et dans cette
configuration, il sera plutdt impliqué dans la répression de I'expression de ses genes cibles
(Claudel et al.,, 2002). FXR est activé a la fois par des AB libres ou conjugués et
préférentiellement par les AB les plus hydrophobes. Dans l'ordre, les acides biliaires qui
présentent la plus grande affinité pour FXR sont le CDCA, le LCA, le DCA et le CA. L'UDCA
et le MCA ne semblent pas activer FXR. Le T-aMCA et T-BMCA agissent au contraire comme
des antagonistes de FXR (2013). FXR est particulierement exprimé dans les tissus en contact
avec les AB tels que le foie, I'intestin ou les reins. Il est aussi trés exprimé dans la glande
surrénale (Forman et al., 1995; de Aguiar Vallim et al., 2013). En plus de son rdle dans la
régulation de la synthese des AB, FXR agit également sur le métabolisme énergétique en
régulant notamment le métabolisme du glucose et des lipides (Han, 2018).

Régulation de la synthése des acides biliaires
(Voir Figure 9.)

La stimulation de FXR hépatique va conduire a I'hétérodimérisation de ce dernier avec le
récepteur nucléaire RXR. Le complexe FXR/RXR permet I'expression du géne Shp (small
heterodimer partner) qui inhibe les récepteurs nucléaires LRH-1 (liver receptor homolog 1 et
HNF4a (en entrant en compétition avec son co-activateur PGC1la) qui régulent positivement
'expression de Cyp7al et Cyp8bl (Goodwin et al., 2000; Zhang and Chiang, 2001).
Cependant l'invalidation du géne codant pour la SHP chez la souris ne suffit pas pour inhiber
l'action négative de FXR sur I'expression de Cyp7al et Cyp8bl, suggérant ainsi I'existence
d’'un mécanisme indépendant de SHP (Kerr et al., 2002; Wang et al., 2002). En effet, il existe
un mécanisme de régulation de la synthése des AB via le FXR intestinal. La fixation des AB
au niveau du récepteur FXR intestinal va conduire a la synthése de Fgfl15 (fibroblast growth
factor) (Fgf19 chez 'humain) qui, via la veine porte, va se fixer a son récepteur hépatique
FgfR4 (fibroblast growth factor receptor 4) (Yu et al., 2005a).
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Le récepteur FgfR4 requiert la présence des protéines transmembranaires Klotho et BKlotho
pour médier le signal FXR (Ito et al., 2005). La liaison de FXR/FgfR4 induit une diminution de
'expression de Cyp7al et Cyp8bl via I'activation de la voie de signalisation JNK (c-Jun N-
terminal kinase) (Inagaki et al., 2005; Song et al., 2009).

Cette voie de régulation de 'lhoméostasie des AB ne serait pas totalement indépendante de
SHP car la répression de Cyp7al induite par Fgf15 n’est que partielle chez des souris
déficientes en SHP (Inagaki et al., 2005). Cependant, Fgfl5 ne semble pas agir au niveau de
I'expression de Shp ni au niveau de sa capacité a se fixer sur le promoteur de Cyp7al (Kir et
al., 2012). Chez la souris, il apparait que la voie hépatique FXR/SHP agit surtout au niveau de
l'inhibition de I'expression de Cyp8bl et dans une moindre mesure sur linhibition de
I'expression de Cyp7al (Kong et al., 2012). Un autre géne cible de FXR hépatique a été mis
en évidence chez la souris, le facteur de transcription MAFG (v-maf avian musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogen homolog G). La stimulation de I'expression de ce dernier via FXR
conduit a la répression de génes impliqués dans le métabolisme des AB tels que Cyp27al,
Cyp7bl, Cyp8bl ou Ntcp (de Aguiar Vallim et al., 2015).

Régulation du transport des acides biliaires

Outre son action sur la synthése des AB via Cyp7al et Cyp8b1l, I'activation de FXR prévient
'accumulation des AB hépatiques en induisant I'expression de différents transporteurs tels
gue Bsep ou Mrp2, (Ananthanarayanan et al., 2001; Kast et al., 2002). La stimulation de FXR
semble donc favoriser I'excrétion des AB dans les canalicules biliaires par les hépatocytes. Au
niveau de la membrane basale, FXR réprime I'expression du transporteur Ntcp qui permet la
captation des AB par le foie (Denson et al., 2001). En cas d’accumulation pathologique d’AB
dans le foie, FXR peut également induire I'expression des transporteurs Osta et Ostg afin de
favoriser I'efflux des AB vers la circulation sanguine (Lee et al., 2006). Ainsi FXR agit comme
un senseur métabolique des AB et régule le cycle entéro-hépatique en faveur d’une excrétion
des AB par le foie dans les canalicules biliaires ou en faveur d’'une sortie des AB vers la
circulation périphérique, de fagon a limiter I'accumulation toxique des AB dans les
hépatocytes. Ainsi les souris double KO pour SHP et FXR présentent une cholestase associée

a des dommages au foie dés I'age de 3 semaines (Anakk et al., 2011).

Cependant, il semblerait que l'inhibition de FXR pourrait également avoir des effets bénéfiques
sur la cholestase intra-hépatique. En effet, I'activation de FXR inhibe I'action du récepteur CAR
(constitutive androstane receptor) qui agit sur le promoteur du gene codant pour le transporteur
Mrp4 et induit ainsi son expression. Or MRP4 permet I'efflux d’AB du foie vers la circulation
sanguine (Stedman et al., 2006). Cette méme étude montre ainsi que les souris FXR KO sont

protégées contre la cholestase induite par une ligature des voies biliaires.
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Outre leur réle dans la digestion des graisses, les AB circulants peuvent agir de maniére
endocrine sur 'lhoméostasie énergétique via leur fixation sur des récepteurs spécifiques, en
particulier le récepteur nucléaire FXR et le récepteur membranaire TGR5. Bien que les effets
des AB sur ’'homéostasie énergétique soient multiples et impliquent de nombreux acteurs, je

vais me concentrer sur les voies de signalisation impliquant TGRS et surtout FXR.

I Le récepteur TGR5

Le récepteur TGR5 a été cloné et identifié comme un récepteur des AB en 2002 par Maruyama
et ses collégues (Maruyama et al., 2002). L’expression de TGR5 est ubiquitaire mais il semble
particulierement exprimé dans le colon chez la souris (Maruyama et al., 2006). Dans le foie,
TGR5 est exprimé dans les cholangiocytes, dans les cellules de Kupffer et au niveau de la
membrane plasmique des cellules endothéliales sinusoidales (Keitel et al., 2007, 2008, 2010).
La capacité des différents acides biliaires a se fixer sur TGR5 pour exercer ses différentes
actions a été mesurée en dosant la production de son second messager, lAMPc (adénosine
monophosphate cyclique), en réponse aux différents AB dans des lignées cellulaires
transfectées avec un vecteur exprimant la forme humaine du TGR5. Le LCA apparait ainsi
comme le ligand préférentiel de TGR5 au contraire du CA (Kawamata et al., 2003). De maniére
générale, TGR5 présente une affinité plus importante pour les AB secondaires.

En 2006, Watanabe et son équipe ont mis en évidence I'implication du récepteur TGR5 dans
’homéostasie énergétique chez la souris. Un traitement avec des acides biliaires augmente la
thermogénése dans le tissu adipeux brun, via leur fixation au récepteur TGR5. Plus
précisément, la stimulation de TGRS entraine une augmentation de la production d’AMPc qui
active la DIO2 (lodothyronine Deionidase 2) dans le tissu adipeux brun. Cette enzyme permet
la conversion de la thyroxine (T4) en triiodothyronine (T3) active, impliquée dans la
thermogénése du tissu adipeux brun. L’effet de la supplémentation en AB est perdu chez des

souris invalidée pour Dio2 (Watanabe et al., 2006).

TGR5 possede également un role sur la sécrétion de l'insuline. En effet, il a été montré que
I‘activation de TGR5 potentialisait la sécrétion du glucagon-like peptide 1 (GLP-1) par les
cellules L de I'épithélium intestinal (Thomas et al., 2009). De plus, TGR5 est également
exprimé dans les flots pancréatiques et des agonistes de ce récepteur induisent la sécrétion

d’insuline (Kumar et al., 2012).

Par ailleurs, TGR5 pourrait également étre impliqué dans les phénoménes d’apoptose,
notamment via son action sur le récepteur de mort C95, et de prolifération cellulaire (Duboc et
al., 2014).
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Figure 10. Mécanismes d’inhibition de la néoglucogenese par SHP.
SHP réprime la néoglucogeneése en inhibant le recrutement de PGC1a par le GR ou en inhibant I'action
des facteurs de transcription CREB et HNF4.

SHP : small heterodimer partner ; PKA : protéine kinase A ; AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; CREB :
c-AMP response element-binding protein ; PGCla : peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
1-alpha ; HNF4a : hepatocyte nuclear factor-4 ; GR : glucocorticoides receptor ; Foxal : forkhead box protein Al ;
SIK2 : serine/threonine-protein kinase ; CRTC2 : CREB regulated transcription coactivator 2 ; CBP : CREB-binding
protein ; FOXAZ2 : forkhead box protein A2 ; CAN : calcineurine ; PKB/AKkt : protein kinase B ; FOXOL1 : forkhead
box protein O1; G6Pase: glucose-6-phosphatase; FBP1: fructose-biphosphatase 1; PEPCK:

phosphoénolpyruvate carboxykinase.

Page | 70



Introduction bibliographique — chapitre 1

Ii. FXR et son action sur I’lhoméostasie énergétique

ii. 1. FXR et le métabolisme glucidique

De nombreuses études se sont intéressées a 'action de FXR sur le métabolisme du glucose
et a la pertinence de FXR en tant que cible thérapeutique dans le traitement de maladies
métaboliques comme le diabéete de type 2. Cependant les résultats des différentes études
demeurent contradictoires et les mécanismes d’action de FXR sur le métabolisme du glucose,

et en particulier, la production hépatique de glucose restent encore a €lucider.

L’activation de FXR par différents agonistes ou via sa surexpression dans le foie conduit a une
diminution de la glycémie a jeun chez des souris saines ou diabétiques (Zhang et al., 2006).
Dans cette méme étude, Zhang et ses collaborateur-ices montrent que I'activation de FXR
diminue la néoglucogenese hépatique et augmente la synthése hépatique de glycogéne via
une amélioration de la sensibilité a I'insuline chez les souris diabétiques. Cependant, d’autres
études montrent une amélioration de 'homéostasie glucidique en cas d’inhibition de la voie
FXR. Ainsi des souris obéses (modéle ob/ob ou soumises a un régime riche en gras)
invalidées pour le géne FXR (KO total) présentent une glycémie plus basse apres 6 heures de
jeGne (Prawitt et al., 2011). Il est intéressant de noter que, dans cette étude, les effets
bénéfiques de l'inhibition de FXR sur la glycémie a jeun ne sont pas retrouvés chez des souris
invalidées pour FXR spécifiguement dans le foie. Ces résultats suggérent une action

prépondérante du FXR intestinal dans 'homéostasie glucidique.

ii. 2. Impact de FXR sur la production hépatique de glucose

Les résultats des études quant a I'action de FXR sur la néoglucogenése hépatique restent
controversés. In vitro, I'activation de FXR a la fois grace a des ligands endogénes (CDCA) ou
synthétiques (GW4064 ou Fexaramine) semble induire I'expression de la Pepck via
notamment le facteur de transcription FOXO1 (Stayrook et al., 2005). Ces résultats ont été
confirmés in vivo chez des souris KO FXR qui présentent une diminution de la production
hépatique de glucose associée a une diminution de I'expression de la Pepck dans les

hépatocytes isolés (Duran-Sandoval et al., 2005).

Cependant, d’autres études montrent une action répressive de FXR sur la néoglucogenese
hépatique qui pourrait étre médiée par l'induction de SHP. En effet, SHP semble inhiber
'expression de la Pepck notamment en bloquant le recrutement de PGC1la par le GR ou en
inhibant I'action des facteurs de transcription CREB et HNF4 (Lee et al., 2000; Borgius et al.,
2002; Yamagata et al., 2007; Kim et al., 2008), voir Figure 10.
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Ces résultats sont en accord avec I'étude menée par Zhang et ses collegues qui montre qu’un
traitement au GW4064 ou une surexpression de FXR via une approche virale conduit & une
diminution de I'expression de la Pepck et de la G6pase. Il est a noter que cette étude a été
conduite sur des souris ob/ob diabétiques. Ainsi, le réle de FXR sur la production hépatique
de glucose pourrait étre dépendante du statut métabolique de I'animal (Zhang et al., 2006).

FXR peut également agir sur la néoglucogenese de par son action sur la sécrétion de GLP1
par les cellules L intestinales. Il a ainsi été décrit que I'activation de FXR inhibait I'expression
du pro-glucagon a l'origine de la production de GLP1 aprés maturation par les pro-convertases
PC1/3 (Trabelsi et al., 2015). Une autre étude montre, au contraire, que des agonistes de FXR
induisent I'expression des pro-convertases. Cependant les agonistes utilisés lors de cette
étude ciblent également TGR5, ce qui ne permet pas de discriminer I'effet de FXR seul (Pathak
et al., 2017)

Récemment des études ont mis en évidence un lien entre FXR et la production de céramides
(voir Introduction, partie 2). Ainsi, des enzymes impliquées dans la voie de synthése des
céramides comme sptlc2 et smpd3/nSmase?2 seraient des génes cibles de FXR dans l'intestin.
L’inactivation de FXR induirait ainsi une diminution de la production des céramides intestinaux
et des céramides circulants jusqu’au foie. Au niveau hépatique, la réduction des céramides
diminuerait le stress du RE induisant une augmentation de 'activité de la citrate synthase qui
convertit 'acétyl-CoA en citrate. Il en résulte une diminution de son substrat, I'acétyl-CoA, au
profit de son produit, or 'acétyl-CoA régule positivement la pyruvate carboxylase impliquée
dans la néoglucogenése. Cette étude propose un mécanisme intéressant dépendant des
céramides mais indépendant de I'insuline ou du réle direct de FXR sur I'expression des génes
de la NGG (Xie et al., 2017).

Des études indiquent que I'action de FXR est dépendante du statut nutritionnel. L’induction,
apres 6 heures de jeline, de la Pepck est ainsi perturbée chez les souris FXR KO mais
I'adaptation métabolique a un jeline plus long ne semble pas perturbée chez ces mémes souris
(Duran-Sandoval et al., 2005). Ces résultats suggérent également un réle de FXR sur la

synthése ou la libération de glycogene.

Il semble également qu'il existe un role différentiel du FXR hépatique et intestinal. En effet, la
diminution de la glycémie a jeun décrite chez des souris FXR KO n’est pas retrouvée chez des
souris FXR KO spécifiguement dans le foie, suggérant donc un réle prépondérant du FXR

intestinal sur la régulation de la glycémie (Prawitt et al., 2011).

Page | 72



Introduction bibliographique — chapitre 1

L’inactivation du FXR intestinal via différentes approches et sur différents modéles conduit a
une diminution de la néoglucogenése hépatique. Dans ces différentes études, I'inhibition de
FXR résulte : d’un traitement avec des séquestrant des AB sur des sujets humains diabétiques
(Smushkin et al., 2013), d’une supplémentation en Gly-MCA chez des souris obéses (Jiang et
al., 2015a), ou d’une la stimulation de la production de T-BMCA grace a un inhibiteur de la
BSH chez des souris sous régime gras ou via des approches génétiques (FXR KO dans 'iléon)
chez ces mémes souris (Xie et al., 2017). Cependant, I'utilisation d’'un agoniste spécifique du
FXR intestinal semble également induire la diminution de la production hépatique de glucose
associée a une augmentation de la thermogénése chez des souris obéses (Fang et al., 2015).

La production de Fgf15 sous I'action de FXR joue également un réle dans le métabolisme du
glucose hépatique. En effet, les souris invalidées pour Fgfl5 ne peuvent pas maintenir une
normo-glycémie notamment a cause d’'une diminution de la synthése de glycogéne. Une
supplémentation en Fgfl5 restore cette capacité. Cette étude montre un effet de Fgfl5 sur la
synthése de glycogéne via une modulation de l'activité de la glycogéne synthase et ce, de

fagon indépendante a I'action de l'insuline (Kir et al., 2011).

Ainsi, bien que FXR semble impliqué dans la production hépatique de glucose, son réle exact
et les mécanismes d’action mis en jeu restent encore controversés et semblent étre fonction

du modeéle d’étude et du statut métabolique.

ii.3.FXR et son action sur le métabolisme des lipides

FXR serait également impliqué dans le métabolisme des lipides, en particulier la lipogenése
de novo, et son activation aurait plutét un effet bénéfique en réduisant 'accumulation des
triglycérides hépatiques et plasmatiques. Une étude a ainsi mis en évidence que I'activation
de FXR réduit 'accumulation hépatique et plasmatique des TG et la sécrétion de VLDL chez
des souris souffrant d’hypertriglycéridémie. Le mécanisme proposé implique la répression de
I'expression de Srebpl médié par l'inhibition du recrutement des récepteurs nucléaires LXR
et LRH-1 (Watanabe et al., 2004).

Une autre étude a mis en évidence une diminution de la lipogenése de novo médiée par
SREBP1-c chez des souris présentant un pool d’AB antagoniste a FXR aprés un traitement
antibiotique. De nouveau, les auteur.es proposent les céramides comme le facteur majeur

induisant la diminution de I'expression de Srebpl (Jiang et al., 2015a).

Il a été montré que I'activation de FXR inhibe I'action de ChREBP. FXR semble interagir avec

ChREBP et ainsi réprimer son action (Caron et al., 2013).
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Par ailleurs, I'activation de FXR diminue le catabolisme du cholestérol via son action sur la
synthese des AB. La surexpression de Cyp7al chez la souris semble augmenter I'expression
de Srebp2 qui induit la synthése de cholestérol pour répondre aux besoins en substrat de
Cyp7a1. L’augmentation de la synthése de cholestérol est associée a une diminution de la
production d’AG et ainsi de la lipogenese de novo (Li et al., 2013).

FXR joue également un role dans l'oxydation des AG. Ainsi I'activation de FXR induit
I'expression de PPARa et de Fgf21 (Fibroblast Growth Factor 21) qui sont tous deux impliqués
dans la cétogénése et la B-oxydation des acides gras (Cyphert et al., 2012; Pineda Torra et
al., 2003).

Enfin, FXR serait impliqué dans la clairance des TG plasmatiques via deux mécanismes. D’'une
part FXR activerait I'hydrolyse des VLDL par la LPL (Kast et al., 2001; Claudel et al., 2003;
Prieur et al., 2003). D’autre part, FXR activerait les récepteurs aux VLDL (Sirvent et al., 2004).
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En conclusion, le foie s’avére étre un organe complexe et essentiel au fonctionnement de
'organisme, en particulier via son implication dans le maintien de ’homéostasie énergétique.
Le foie joue également un rdle crucial dans la synthése et le métabolisme des lipides. Ces
derniers forment une famille plurielle et complexe et possedent un réle structural en tant que
constituant des membranes mais sont également des molécules bio actives impliquées dans

de nombreuses voies de signalisation.

Les céramides appartiennent a la famille des sphingolipides et sont le sujet de nombreuses
études ces 30 dernieres années, notamment pour leur implication dans de nombreux
processus physiopathologiques. Dans la partie suivante de cette introduction, je détaillerai la
structure et les différentes voies de synthése des céramides ainsi que leur rbéle dans la

survenue de maladies hépatiques comme la stéatose hépatique.
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Figure 11. Structure et métabolisme des sphingolipides. D’apres (Yamaji and Hanada, 2015).

Cer : céramide ; SM : sphingomyéline ; C1P : céramide-1-phosphate ; S1P : sphingosine-1-phosphate;
GlcCer : glucosylcéramide ; LacCer : lactosylcéramide ; Gb3 : globotriaosylcéramide ; Gb4 : globoside
; Lc3: lactotriaosylcéramide ; GalCer : galactosylcéramide ; Gb2: galabiosylcéramide (Gala1-

4GalCer) ; GA2 : asialoGM2 ; GAL : asialoGM1 ; GM4 : sialyl GalCer.
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Chapitre 2

Les céramides

) Structure

Les céramides appartiennent a la famille des sphingolipides (SL). Les SL sont des lipides
complexes constitués d’'un squelette sphingosine, un alcool de 16 a 20 atomes de carbone
contenant deux groupements hydroxyles OH, une double liaison en position 4-5 et un
groupement amine NH2. On retrouve pres de 300 molécules différentes au sein de la famille
des sphingolipides. Les neurones des mammiféres sont les cellules les plus riches en
sphingolipides (particulierement en sphingomyélines). Historiquement, les premiers
sphingolipides ont été isolés dans le cerveau a la fin du 19°™ siécle. En raison de leur
caractére énigmatique et pluriel, leur nom provient d’'une créature mythique : le Sphinx
(Mcllwain, 1964).

Dans les années 1980, il a été montré que les sphingolipides ne constituaient pas uniquement
des lipides structuraux mais étaient également impliqués dans l'induction de nombreuses
voies de signalisation, médiée en particulier par les céramides, la sphingosine-1-phosphate
(S1P) et la céramide-1-phosphate (C1P). Le rble des sphingolipides en tant que molécules
bioactives a été décrit en 1986 par Hannun et al. qui ont mis en évidence ['inhibition de la

protéine kinase C (PKC) par la sphingosine (Hannun et al., 1986).
On peut distinguer trois grandes catégories de sphingolipides (voir Figure 11.) :

- Les bases sphingosines et leurs dérivées, telle la sphingosine-1-phosphate qui contient
un phosphate sur 'une des fonctions OH de la sphingosine ;

- Les bases sphingosines reliées par une liaison amide a un acide gras telles que les
céramides ou le C1P ;

- Les sphingolipides dit complexes associés a des sucres comme les
galactosylcéramides ou glucosylcéramides qui sont les précurseurs des

lactosylcéramides, eux-mémes précurseurs des gangliosides et globosides
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Il existe chez 'Homme des pathologies associées a des troubles du métabolisme des
sphingolipides regroupées sous le nom de sphingolipidoses. Elles sont le plus souvent dues a
un déficit de la dégradation d’'un ou plusieurs types de sphingolipides aboutissant a une
surcharge de SL dans le compartiment lysosomal. Elles peuvent également étre induites par
un défaut d’adressage des enzymes du meétabolisme des SL dans un compartiment
subcellulaire habituel. On répertorie actuellement 9 sphingolipidoses qui sont, pour la quasi-
totalité, des maladies héréditaires autosomales récessives liées & une mutation inactivatrice
sur un géene codant pour une enzyme impliquée dans le métabolisme des SL. La maladie de
Farber, par exemple, se caractérise par une surcharge lysosomale en céramides due a un
défaut de I'activité enzymatique de la céramidase acide (aCDase) qui hydrolyse les céramides.
Les symptomes cliniques de cette maladie extrémement rare sont, entre autres, un retard de
développement psychomoteur, des troubles de la déglutition et une inflammation des
articulations (Abed Rabbo et al., 2021). Par ailleurs, une incidence élevée des carcinomes
hépatocellulaires a été observée chez les patients atteints de la maladie de Gaucher, la plus
fréquente des sphingolipidoses (incidence 1: 60 000 en France), caractérisée par une
accumulation de glucosylcéramides (de Fost et al., 2006). Ces troubles liés au métabolisme
des sphingolipides démontrent 'importance de ces métabolites pour le bon fonctionnement de
l'organisme et suggerent ainsi un roéle prépondérant des sphingolipides dans de nombreux
processus physiopathologiques. Dans la suite de ce chapitre je détaillerai les différentes voies
de synthése et de dégradation des céramides qui se situent au coeur du métabolisme des SL.
Nous nous interesserons ensuite aux roles des céramides et plus particulierement ceux
produits via I'hydrolyse de la sphingomyéline (voie des sphingomyélinases) dans différents

processus physiologiques et pathologiques.
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Figure 12. Les différentes voies de synthése des céramides et leurs localisations

subcellulaires.

La voie de synthése de novo s’effectue au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique, la voie

de recyclage dans les lysosomes, tandis que la voie des sphingomyélinases se situe dans la membrane

plasmique, dans les lysosomes mais également dans les mitochondries.
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Il) Les céramides au coeur du métabolisme des sphingolipides

Les céramides sont caractérisés par une structure chimique composée d’'une sphingosine (ou
sphingénine) liée a un acide gras sur sa fonction amine. On représente classiquement les
céramides au cceur du métabolisme des sphingolipides ; en effet, différentes voies
métaboliques peuvent conduire a la synthése puis a la conversion des céramides en d’autres
sphingolipides. La dynamique du métabolisme des sphingolipides constitue un réseau
complexe dans lequel les différentes voies de production peuvent agir en paralléle pour réguler
finement la quantité de sphingolipides produits (Hannun and Obeid, 2011).

On distingue classiquement trois différentes voies de production des céramides : la voie de
synthése de novo, la voie des sphingomyélinases et la voie dite « de recyclage ». Dans le
chapitre suivant, nous évoquerons les différentes voies de synthése des céramides en portant
un intérét particulier aux acteurs que sont la sérine palmitoyltransférase (SPT) et la
sphingomyélinase neutre 2 (nSMase2), deux enzymes spécifiquement étudiées au cours de

mes travaux de these.

La synthése de novo est initiée sur la face cytoplasmique de la membrane du réticulum
endoplasmique (RE) a partir du palmitate. Les céramides sont produits préférentiellement a
partir de la condensation de la sérine avec I'acide gras saturé a 16 atomes de carbone, le
palmitate, conjugué a la coenzyme A formant ainsi le palmitoyl-CoA. Cependant, I'alanine, la
glycine, le myristate et le stéarate peuvent également servir de substrat pour la synthése des
céramides (Gault et al., 2010). L’action de trois enzymes, la sérine palmitoyltransférase (SPT),
la 3-ketosphinganine réductase (SKDSR) et la dihydrocéramide synthase (dhCerS) permettent
la conversion de la sérine et du palmitoyl-CoA en dihydrocéramide. La réaction catalysée par
la SPT s’accompagne de la libération de CoA et de CO; et aboutit a la formation d’'une 3-céto-
sphinganine qui sera réduite en dihydro-sphinganine (dh-Sph) par la 3KDSR. La (dihydro)-
ceramide synthase (dh-CerS) catalyse la conjugaison sur le groupement amine en C2 d’'un
second acyl-CoA avec une longueur de chaine carbonée variable (C14 a C32) sur la
sphingosine, conduisant ainsi a la synthése d’un dihydro-ceramide auquel la dihydrocéramide
désaturase insére une double liaison trans-4,5 pour former un céramide (Larsen and

Tennagels, 2014) (voir Figure 12.).
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i. La sérine palmitoyltransférase

La premiére enzyme clef impliquée dans la voie de synthése de novo des céramides est la
sérine palmitoyltransférase, localisée dans la membrane externe du RE. La SPT est
considérée comme une enzyme clef du métabolisme des céramides de par son implication a
un stade précoce de la formation des céramides pouvant, en théorie, réguler 'accumulation
de ces derniers. Il existe trois isoformes de la SPT, codées respectivement par les genes
Sptlcl, Sptic2 et Sptlc3. La SPTLC3 a été découverte plus tardivement et est donc moins bien
décrite dans la littérature (Hornemann et al., 2006). Les protéines SPTLC1 (53 kDa) et
SPTLC2 (63 kDa) présentent 20 % d’homologie et agiraient en hétérodimere formant ainsi les
sous-unités 1 et 2 de la SPT. Ces deux protéines présentent au niveau de leur extrémité N-
terminale un domaine transmembranaire hydrophobe permettant leur enchassement dans la
membrane du RE (Weiss and Stoffel, 1997). La SPT est une enzyme dépendante du cofacteur
phosphate de pyridoxal (PLP) et appartient ainsi a la famille des enzymes dépendantes du
PLP appelée PLP-dependant a-oxoamine synthase family (POAS family). Tandis que les
autres enzymes de cette famille sont des homodimeéres solubles, la SPT se distingue par son
domaine transmembranaire. Il apparait également que seules les sous-unités SPTLC2 et
SPTLC3 présentent un domaine d’attachement au PLP nécessaire a I'activité enzymatique de
SPT (Braun et al., 1970). La SPT présente une affinité forte avec le palmitoyl-CoA conduisant
a une prédominance des sphingosines a 18 atomes de carbones (16 provenant du palmitoyl-
CoA et 2 de la sérine) chez les mammiféres (Hanada et al., 2000). La sous unité Sptlc3
présente 68 % d’homologie avec la sous-unité Sptic2 et les interactions entre SPTLC3 et
SPTLC1/SPTLC2 ne sont pas encore bien élucidées. Au vue du % d’homologie élevé entre
Sptlc2 et Sptlc3, il a été suggéré que SPTLC3 agirait en hétérodimere avec SPTLC1 au méme
titre que SPTLC2 (Yamaji and Hanada, 2015). Cependant, des études mettent en évidence
un complexe protéique a haut poids moléculaire incluant SPTLC1, SPTLC2 et SPTLC3
(Hornemann et al., 2007). La SPTLC3 est exprimée dans la plupart des tissus mais son
expression est maximale dans le placenta, suggérant son implication dans le développement

embryonnaire (Hornemann et al., 2009).
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ii. Régulation de la sérine palmitoyltransférase

La SPT est exprimée de maniere ubiquitaire mais son activité peut varier a la fois en fonction
du type cellulaire et du stade de développement. L’activité de la SPT serait ainsi maximale
dans les microsomes isolés provenant de poumons de rat tandis qu’elle serait plus réduite
dans les microsomes issus de pancréas de rat (Hanada, 2003). Etant donné que la SPT est
'enzyme limitante pour la formation de dihydrosphingosine qui servira de base a I'ensemble
des sphingolipides intracellulaires, la régulation de son activité a beaucoup été étudiée mais
tous ses mécanismes de régulation restent encore non élucidés. En 2009, Han et ses
collegues ont identifié deux autres protéines, ssSPTa et ssSPTb, appartenant a 'hétérodimére
SPTLC1/SPTLC2 et/ou SPTLC3, qui pourraient augmenter l'activité basale de SPT jusque
100 fois (Han et al., 2009). L’activité de la SPT peut étre modulée par les concentrations
intracellulaires d’autres sphingolipides, notamment les céramides et la sphingomyéline (Merrill
et al., 1995). Ainsi, sur des cultures primaires de neurones, on observe une diminution de
l'activité de la SPT aprés un traitement avec des analogues de sphingosine et cela de fagon
dose-dépendante (Mandon et al., 1991). |l est difficile de discriminer I'espéce de sphingolipide
ayant réellement un impact sur l'activité de SPT. Cependant, une équipe a montré qu’'aprés
un traitement a la fumonisin 1, un inhibiteur connu des céramides synthases, la sphingosine
n’était plus capable d’inhiber l'activité de SPT. Ces résultats suggérent donc que cet effet est
d0 aux céramides et/ou a ses différents métabolites (Davis et al., 2018). En 2002, une équipe
a découvert les protéines ORMDL (orsomucoid-like proteins) qui présentent 3 isoformes. Elles
sont situées sur la face cytosolique du RE et co-précipitent avec les différentes sous-unités de
la SPT, suggérant leur rdéle en tant que protéines régulatrices sur le complexe SPT et donc la
synthese de novo des céramides (Breslow et al., 2010). En effet, Breslow et ses
collaborateur-ices, ont mis en évidence une augmentation du contenu en céramides aprés
traitement de lignées cellulaires HeLa avec un Si-RNA anti Ormdl indiquant un effet inhibiteur
des ORMDL sur la synthése de novo des céramides (Breslow et al., 2010). Une autre équipe
a montré que l'effet inhibiteur des ORMDL est dépendant des céramides car la délétion du
géne codant pour les ORMDL abolit totalement la diminution de I'activité de SPT induite par

les céramides eux-mémes (Siow and Wattenberg, 2012), voir Figure 13.
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Figure 13. Modéle de régulation de la SPT par les protéines ORMDL. D’apres (Davis et al., 2018).

SL : sphingolipides ; ER : endoplasmic reticulum ; SPTLCL1 : sérine palmitoyltransférase 1 ;
SPTLC2 : sérine palmitoyltransférase 2

Ainsi, il est suggéré un réle direct des céramides sur ORMDL, induisant un changement de
conformation et 'effet inhibiteur de ces protéines sur SPT. Cependant, étant donné que cette
protéine est transmembranaire, un effet des céramides via une modification des propriétés

biophysiques de la membrane du RE peut étre envisagé (Davis et al., 2018).

En 2015, Cantalupo et ses collegues ont mis en évidence une interaction directe entre la
protéine Nogo-B, une protéine notamment impliquée dans la structure de la membrane du RE,
et SPT. Leurs résultats ont montré une inhibition de I'activité de la SPT par Nogo-B (Cantalupo
et al., 2015).

L’activité de la SPT pourrait également étre régulée par le régime alimentaire. En effet, la
consommation d’un régime riche en huile d’olive semble diminuer 'activité de la SPT (Geelen
and Beynen, 2000). Un régime riche en acides gras saturés peut induire une augmentation de
l'activité de la SPT, d’'une part, via une plus grande disponibilité de son substrat préférentiel,
le palmitoyl-CoA, d’autre part via une surexpression de la Spticl (Shimabukuro et al., 1998).
D’un point de vue transcriptionel, la SPT est régulée par différents agents tel que les
endotoxines, les cytokines ou les rayons UVB. Farell et ses collegues ont ainsi montré que
'exposition d’'une lignée cellulaire de kératinocytes humains a des UVB augmentait

significativement I'expression de Sptic2 (Farrell et al., 1998).
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Des mutations associées a une perte d’activité de la sous-unité 1 et/ou 2 de la sérine
palmitoyltransférase sont associées a la neuropathie héréditaire sensitive et autonome de type
I. Cette pathologie est causée par une accumulation de la 1-deoxysphinganine qui est
neurotoxique. Les signes cliniques de cette maladie sont : une perte de sensibilité a la douleur,
une paresthésie et une surdité (Rotthier et al., 2010, 2011).

iii. Les céramides synthases

Selon I'acyl-CoA ajouté sur la (dh)-Sph par les céramides synthases (CerS), on distingue
différentes espéces de céramides en fonction du nombre de carbones et du degré de
saturation de leur chaine acyle (Wattenberg, 2018). Il existe chez les mammiféres six
isoformes de la céramide synthase (CerS1-6) qui se distinguent, d’'une part, par leur
expression différentielle en fonction des tissues mais qui présentent, d’autre part, une affinité
différentielle en fonction de la longueur de la chaine carbonée du substrat lors de la

conjugaison avec la sphingosine (voir Figure 14.).

Dihydro-sphingosine + Acyl-CoA

€20:0 180 | | c18:0
C22:0 C16:0 C20:0 c18:1
C26:0 C24:0 C26:0

Dihydro-céramides

désaturase

[ Dihydro-céramide ]

Céramides

Figure 14. Les six isoformes des céramides synthases.
Les CerS présentent une affinité différente en fonction de la longueur de la chaine carbonée des acyl-

CoA pris en charge. CerS : céramide synthase

Par exemple, la CerS5 prend en charge préférentiellement les acyl-CoA a 16 atomes de

carbones et sera donc a l'origine de la synthése des céramides C16 :0.
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Au contraire, les céramides a tres longue chaines (C26:0 par exemple) seront majoritairement
produits par la CerS2 (Levy and Futerman, 2010). Cette spécificité est trés importante car il a
été montré un réle différentiel des céramides en fonction de la longueur de leur chaine

carbonée.

Ainsi, la surexpression de la CerS4 et CerS6 conduit a 'accumulation des céramides a longues
chaines C16:0, C18:0 et C20:0 et a linduction de l'apoptose sur des lignées de cellules
cancéreuses (MCF-7 et HCT-116). Au contraire, lors de la surexpression de CerS2, on mesure
un taux plus élevé de céramides a trés longues chaines qui méne a linduction de la
prolifération cellulaire (Hartmann et al., 2012). Ainsi la modulation de I'expression des CerS
conduit & différents phénotypes in vivo et in vitro (Levy and Futerman, 2010). Par exemple, les
souris KO pour la CerS2 présentent un ratio apoptose/prolifération élevée dans les
hépatocytes conduisant a une hépatopathie sévére ainsi qu’'une diminution de I'expression de
genes associés au métabolisme lipidique (Pewzner-Jung et al., 2010). Au contraire, I'inhibition
de I'expression de CerS6 diminue I'activation du récepteur pro-apoptotique Fas/CD95 dans

des lignées cellulaires cancéreuses (White-Gilbertson et al., 2009).
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Les céramides peuvent également étre produits lors du clivage des sphingomyélines en

céramides et phosphocholines au cours de la voie des sphingomyélinases (voir Figure 17.).

Cette réaction est catalysée par les sphingomyéline phosphodiesterase (SMPD) ou

sphingomyélinases (SMase). On distingue trois types de sphingomyélinases en fonction du

pH optimal nécessaire a leur activité : I'alcaline, I'acide et les sphingomyélinases neutres. De

plus, ces différentes enzymes présentent une distribution subcellulaire différente (voir Figure

15.) (Insausti-Urkia et al., 2020).
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Figure 15. Les différentes sphingomyélinases et leur localisation subcellulaire et tissulaire.

D’aprés (Insausti-Urkia et al., 2020)

Smpd : sphingomyelin phosphodiesterase ; aSMase : acid sphingomylinase ; nSMase : neutral sphingomyelinase

neutre ; mSMase : mitochondrial sphingomyelinase mitochondriale ; alkSMase : alkaline sphingomyelinase.
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Domaine catalytique ]— 655 aa

Domaine Mg2+
Hydrophobe domaine

O Site de palmitoylation

O Site de phosphorylation

Figure 16. Architecture de la nSMase2.
La nSMase2 possedent deux domaines hydrophobes ainsi que deux sites de palmitoylation, un site

d’ancrage a la calcineurin et plusieurs sites de phosphorylation

Aa : acides aminés
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i. La sphingomyélinase neutre 2

Cette enzyme d’'un poids moléculaire de 71kDa a été découverte en 2000 et appartient a la
famille des sphingomyélinases neutres (nSMase) qui comprend 3 autres isoformes (Hofmann
et al., 2000). Le magnésium agit comme un cofacteur de cette enzyme et elle requiert un pH
de 7 pour une activité optimale (Marchesini et al., 2003). Elle est localisée au niveau de la
membrane plasmique. Cependant, des études ont également décrit la présence de nSMase2
dans I'appareil de Golgi et la mitochondrie mais les mécanismes permettant le transport de
cette enzyme entre les différents organites cellulaires demeurent encore mal compris (Wu et
al., 2010). La translocation de cette enzyme de I'appareil de Golgi jusqu’a la membrane
plasmique semble néanmoins prépondérante pour son activation. Classiquement, la nSMase2
est représentée au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique. Il a été montré qu’il
existait différents pools de sphingomyélines (SM) qui peuvent étre transportés d’un feuillet a
l'autre de la membrane par la scramblase. Il apparait que ces différents pools de SM seraient
préférentiellement utilisés suivant I'origine de la stimulation de la nSMase2 (par exemple dans
le cas de l'activation de la nSMase2 par le facteur de mort nécrosant (voir Introduction Partie
2 1ll. b) i.) (Linardic and Hannun, 1994). La nSMase2 est exprimée dans de nombreux tissus,
entre autres, le foie, et 'on mesure une trés forte activité de cette enzyme dans le cerveau
(Kuzmenko and Klimentyeva, 2016). La nSMase2 présente deux sites de palmitoylation
encastrés entre plusieurs résidus cystéines, 'un localisé entre les régions hydrophobes et
'autre au niveau du site catalytique de 'enzyme (voir Figure 16.). Ces sites de palmitoylation
sont essentiels pour la localisation subcellulaire de 'enzyme ainsi que pour sa stabilité (Tani
and Hannun, 2007). Les souris déficientes en nSMase?2 présentent un phénotype de nanisme
causeé par un défaut de sécrétion de la GHRH (growth hormone-releasing hormone) qui semble
dd a un déséquilibre de I'architecture des membranes de I'appareil de Golgi, perturbant ainsi

la synthése normale des protéines (Stoffel et al., 2005).

ii. Régulation de la sphingomyélinase neutre 2

Le GW4869 est inhibiteur synthétique de l'activité in vivo et in vitro de la nSMase2 ; le
glutathion (GSH) est quant a lui un inhibiteur endogéne de la nSMase2. L’activité de la
nSMase?2 est stimulée par les acides gras saturés et la phosphatidylsérine (Hofmann et al.,
2000).

De plus, cette enzyme présente des sites de phosphorylation au niveau de certains résidus
sérines. Elle peut étre déphosphorylée et inhibée par la calcineurine (CaN) et la protéine
phosphatase 2B (PP2B). Ce mécanisme de régulation a été particulierement mis en évidence

dans le cas du stress oxydant.
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En effet, on observe une inhibition de la CaN dans des lignées cellulaires soumises a un stress
oxydant, induisant alors une levée de l'inhibition de I'activité de la nSMase 2. Ainsi, une lignée
cellulaire transgénique n’exprimant pas la CaN présente une nSMase2 hautement
phosphorylée et une moindre production de céramides en réponse a un stress oxydant (Filosto
et al., 2010). D’autre part, le role de la nSMase2 dans certaines réponses cellulaires semble
étre régulé par des protéines kinases. Par exemple, les protéines p38 et PKCd sont impliquées
dans la translocation de la nSMase2 a la membrane plasmique en réponse au TNFa (tumor
necrosis factor alpha). Cependant il ne semble pas y avoir d’interaction directe entre ces
différentes protéines, suggérant une voie de signalisation plus complexe dans laquelle ces
protéines kinases n’agiraient pas directement via la phosphorylation de la nSMase2 (Clarke et
al., 2008). Enfin, il existerait une régulation transcriptionelle de la nSmase2 via le facteur de
transcription SP1/SP3. Ce dernier peut notamment étre activé par la trétinoine, la forme acide
de la vitamine A (Ito et al., 2009, 2005).

Il existe une derniére voie de synthése des céramides appelée la voie de recyclage, celle-ci
permet la formation de céramides a partir de sphingolipides plus complexes (voir Figure 12.).
La voie de recyclage prend place dans les lysosomes ou les endosomes tardifs, a destination
des lysosomes (Kitatani et al., 2008). Les céramides ainsi générés pourront étre hydrolysés
en sphingosine par une céramidase acide et quitter le lysosome pour servir de substrat a la
sphingosine kinase ou étre de nouveau convertis en céramides (Chatelut et al., 1998). La voie
de recyclage pourrait contribuer a la formation d’entre 50 et 90 % des sphingolipides
intracellulaires (Tettamanti et al., 2003). Ainsi la régulation de cette voie de synthése parait

cruciale pour le turnover des sphingolipides intracellulaires.

En 2011, Novgorodrov et son équipe ont suggéré la formation de céramides a la fois a la
membrane et dans la matrice de la mitochondrie. Cette quatrieme voie de synthése
comprendrait deux étapes, tout d’abord le palmitoyl-CoA serait hydrolysé en palmitate + CoA
par une thioesterase, puis a l'inverse de ce qui a été décrit jusqu’alors une céramidase neutre
condenserait le palmitate avec une sphingosine pour former un céramide. Les céramidase
sont connues pour catalyser I'hydrolyse des céramides en sphingosine. Dans ce cas précis,

la céramidase neutre se comporterait comme une céramide synthase.

Cette nouvelle voie de synthése pourrait avoir un réle prépondérant dans I'apoptose induite

par les céramides (Novgorodov and Gudz, 2011).
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i. Transport et synthese des céramides en sphingolipides plus complexes

Le métabolisme des céramides obéit a une dynamique complexe. Une fois produits, ceux-ci
peuvent étre transportés au sein de la cellule puis dégradés, phosphorylés ou transformés en
sphingolipides plus complexes (voir Figure 20.). Ainsi les céramides générés par la voie de
synthése de novo pourront étre, soit déacylé en sphingosine par les céramidases neutres ou
alcalines (Hannun and Obeid, 2008), soit ils seront transportés du RE vers I'appareil de Golgi.
Différents modes de transport permettent le trafic intracellulaire des céramides. Découverte
en 2003, la protéine de transport des céramides, CERT (ceramides transport protein), est une
protéine cytoplasmique capable d’extraire les céramides de la bicouche lipidique composant
les membranes et de les transporter jusque 'appareil de Golgi (Hanada et al., 2003). Il existe
€galement un processus vésiculaire permettant le trafic des céramides entre le RE et le Golgi
(Funato and Riezman, 2001).

Ainsi, les céramides seront libérés au niveau de la face luminale de I'appareil de Golgi et
pourront étre convertis en sphingomyéline, via I'ajout d’'une phospholcholine sur un céramide,
par les sphingomyéline synthases 1 et 2 (SMS1 et SMS2). La SMS1, responsable de la
synthese de novo des sphingomyélines, est localisée au niveau de I'appareil de Golgi tandis
gue la SMS2, localisée au niveau de la membrane plasmique, joue un role prépondérant dans
la re-synthése de SM a partir de céramides générés a la membrane, lors du « cycle de la
sphingomyéline » (Tafesse et al., 2007). La SMSr (sphingomyelin synthase related protein),
malgré son nom trompeur, permet la synthése de céramide phosphoethanolamine (CPE) par
I'ajout d’'un groupe phosphoethanolamine et est localisée au niveau de la membrane du RE.
Une perturbation de l'activité de cette enzyme a pour conséquence une accumulation de
céramides produits au niveau du RE qui sont alors transportés jusqu’a la mitochondrie

induisant I'apoptose par la voie intrinséque (Tafesse et al., 2014).
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Figure 17. Voies de synthese des sphingolipides complexes.
La synthése des sphingolipides complexes a lieu dans I'appareil de Golgi a partir des céramides.
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Figure 18. Régulation de I'activité du transporteur des céramides CERT.

L’activité du transporteur CERT est régulée via une phosphorylation inhibitrice de PKD induite par le

DAG relargué lors de la synthese de la sphingomyéline.

SM : sphingomyéline ; Cer : céramide ; DAG : diacylglycérol ; PKD : protéine kinase D ; nSMase2 :

sphingomyélinase neutre 2.

Page | 92



Introduction bibliographique — chapitre 2

Les céramides formés au niveau du RE peuvent également étre convertis dans I'appareil de
Golgi et le RE en glucosylcéramides via le transfert d’'un glucose sur un céramide, catalysé
par 'UDP-glucose ceramide glucosyltransferase (UGCG). Ces glucosylcéramides seront
ensuite transportés juqu’au trans Golgi ou ils seront condensés avec différents sucres tels que
le lactose ou galactose pour former des glycosphingolipides plus complexes (Hanada, 2017)
(voir Figure 17.). Une protéine de transport spécifique, la FAPP2 (four-phosphate adaptor
protein 2), permet le transport des glycosylcéramides a travers I'appareil de Golgi pour la
synthese des globosides (D’Angelo et al., 2013).

La plupart des glycosphingolipides dérivent des glucosylcéramides, mis a part les
galactocéramides, qui sont synthétisés dans le RE par la galactosyltransférase (CGT) via le

transfert d’'un galactose sur un céramide (Wennekes et al., 2009).

Il apparait que le trafic des céramides entre le RE et le Golgi s’effectue majoritairement via
CERT pour la synthése de la sphingomyéline tandis que le processus vésiculaire sera
majoritaire lorsque les céramides sont destinés a la synthese de glycosphingolipides.

Enfin, les céramides, une fois transportés dans I'appareil de Golgi via CERT, pourront étre
phosphorylés en céramide-1-phosphate (C1P) par la céramide kinase (CERK), une protéine
gui catalyse la réaction de phosphorylation des céramides au niveau de la face cytoplasmique
de différents organites subcellulaires tel que I'appareil de Golgi, la membrane plasmique ou,
localisation plus débattue dans la littérature, la mitochondrie (Sugiura et al., 2002; Carré et al.,
2004). 1l pourrait exister une autre voie de production de la C1P étant donné que les souris
KO pour CERK présentent un taux de C1P normal dans le cerveau malgré une inhibition totale
de l'activité de CERK (Mitsutake et al., 2007).

Il existe une boucle de régulation entre le diacylglycérol (DAG), libéré lors de synthése de
sphingomyéline, qui active une protéine kinase PKD qui elle-méme inactive CERT par
phosphorylation sur la sérine 132 (voir Figure 18.). Ce mécanisme permet donc de réguler
finement I'apport en céramides via CERT pour la synthése de sphingomyéline (Yamaji and
Hanada, 2015).
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Figure 19. Synthése et localisation subcellulaire de la S1P et du C1P.

La S1P et le C1P ont un L’équilibre

S1P/sphingosine/céramide/C1P est donc trés important pour I'état physiologique de la cellule.

réle anti-apoptotique au contraire des céramides.

S1P : sphingosine-1-Phosphate, C1P : céramide-1-Phosphate
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ii. Dégradation des céramides

Ainsi, les céramides peuvent servir de précurseurs pour la synthése de sphingomyéline ou de
sphingolipides plus complexes mais peuvent également étre dégradés en sphingosine. Cette
réaction est catalysée par trois types de céramidases, la céramidase acide, une protéine
soluble localisée dans les lysosomes, la céramidase neutre, une protéine transmembranaire
pouvant étre secrétée dans le milieu extracellulaire aprés clivage de sa région
transmembranaire par une protéolyse ainsi que la céramidase alcaline, localisée dans
'appareil de Golgi et le RE (Ferlinz et al., 2001; Tani et al., 2003, 2005). La sphingosine ainsi
générée pourra étre phosphorylée par une kinase, la sphingosine kinase 1 ou 2 (SPHK1/2)
(Kohama et al., 1998). Ces deux isoformes sont différentiellement exprimées dans les tissus
mais également au cours du développement. L’activation de la SPHK1 se fait par
phosphorylation, via les PKC et les MAPK, aboutissant a une translocation de celle-ci a la
membrane ou se situe son substrat. L'isoforme SPHK2 est localisée dans le noyau ou dans la

membrane mitochondriale externe.

iii. La sphingosine-1-phosphate

La sphingosine-1-phosphate (S1P) intracellulaire provient exclusivement de la sphingosine qui
est générée a partir de I'hydrolyse de sphingolipides plus complexes. En effet, aucune
dihydrosphingosine désaturase n’a été identifiée ainsi le substrat des SPHK ne peut provenir
gue de la synthése de novo des céramides (Kitatani et al., 2008). La S1P, en tant que lipide
bioactif, régule différentes fonctions cellulaires incluant la prolifération, la survie, la migration
et le développement. La S1P a été particulierement étudiée pour son rble dans la prolifération
cellulaire. Au contraire des céramides, ce lipide est considéré comme anti-apoptotique, pro-
prolifératif et serait ainsi un oncométabolite. Cette action oncogénique a été proposée, entre
autres, car la surexpression de la Sphk1l permet une stimulation de la croissance des cellules
tumorales in vitro et in vivo (Datta et al., 2014). La S1P peut étre prise en charge par différents
transporteurs tel que le transporteur Spinster transporter 2 (Spns2) et agir via la fixation a ses
récepteurs appartenant a la famille des RCPG (récepteurs couplés a des protéines G), les
S1P récepteurs (S1PR) (Kawahara et al., 2009). Il existe, chez les vertébrés, 5 isoformes du
S1PR qui induisent des voies de signalisation différentes mais qui sont également exprimées
différentiellement en fonction des tissus (Proia and Hla, 2015). Classiquement, on identifie les
céramides et la S1IP comme ayant des effets antagonistes, en particulier sur 'apoptose et la
prolifération (voir Figure 19.). Ainsi, le rhéostat céramide/S1P qui dépend, en partie, du

devenir de la sphingosine intracellulaire va étre trés important sur le comportement cellulaire.
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La S1P peut étre dégradée par la sphingosine-1-phosphate lyase (S1P lyase) et
déphosphorylée par les S1P phosphatase (S1PP1/2). Ainsi, ces enzymes contrélent

'anabolisme et le catabolisme de la sphingosine.

iv. Le céramide-1-phosphate (C1P)

Les céramides-1-phosphate sont issus de la phosphorylation des céramides par les céramides
kinases CERK. On retrouve cette kinase dans différents compartiments subcellulaires tel que
le noyau ou encore la membrane plasmique. Cependant, le site majeur de production des C1P
reste I'appareil de Golgi ou les céramides provenant du RE sont phosphorylés (Simanshu et
al., 2013). La C1P transfer protein (CPTP) permet de transporter le C1P jusqu’a la membrane
plasmique (Presa et al., 2020). A linstar de la S1P, le C1P semble avoir des roles
physiopathologiques contraires a ceux des céramides. Ainsi, le rhéostat S1P/céramides/C1P
va étre décisif pour le comportement cellulaire (voir Figure 19.). In vitro ou ex vivo, il a été
montré qu’un traitement avec des C1P exogénes stimulait la prolifération sur différents types
cellulaires (Gomez-Mufioz et al., 1997; Miranda et al., 2011; Gangoiti et al., 2012). Cependant,
une étude a mesuré une corrélation positive entre I'expression de Cerk dans des tumeurs du
sein et un mauvais pronostic quant a la rémission des patientes (Ruckhaberle et al., 2009).
Les effets de C1P sur la prolifération cellulaire seraient, entre autres, médiés par la
phosphorylation et I'activation des ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2),
I'activation de PI3K (phosphoinositide 3 kinase) qui stimule Akt/PKB connue pour son action
mitogénique, et I'activation des JNK (Gangoiti et al., 2012). De plus, le C1P aurait un réle anti-
apoptotique notamment en bloquant la production des céramides (voir Introduction, partie III.
c)) via son action sur 'aSMase et SPT (Granado et al.,, 2009). Le role du C1P dans
l'inflammation reste discuté mais il aurait des effets pro-inflammatoires via son implication dans
la translocation et I'activation d’'une famille d’enzymes, les phospholipases A2 groupe IV
(group IV phospholipase A2 family, cPLA2) responsables de la production d’acide
arachidonique et d’eicosanoides aux propriétés pro-inflammatoires (Subramanian et al., 2005;
Nakamura et al., 2006).
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Figure 20. Voies de synthése, transport et dégradation des céramides.

La voie de synthése de novo a lieu dans le réticulum endoplasmique (1). Les céramides néoformés
seront soit convertis en galactosylcéramide par la CGT (2), soit pris en charge dans des vésicules jusque
l'appareil de Golgi (3) ou ils seront convertis en glucosylcéramides par 'UGCG (4). Les
glucosylcéramides sont ensuite transportés par la FAPP2 jusque dans le trans-golgi (5) pour étre
condensés avec d’autres sucres, comme le galactose, pour aboutir a la formation de sphingolipides
complexes tel que les lactosylcéramides (6). Les céramides néoformés peuvent également étre pris en
charge par la protéine CERT (7) puis phosphorylés en C1P (8) ou transportés jusque dans le Golgi ou
ils seront convertis en SM aprés ajout d’'une phosphatidinecholine par la SMS1 (9). La SM nouvellement
formée rejoindra alors la membrane plasmique par transport vésiculaire (10) ou elle entrera dans le
cycle de la sphingomyélinase gouverné par la nSMase2 et la SMS2 (11). Les céramides ainsi générés
a la membrane plasmique par la aSMase ou la nSMase2 pourront étre secrétés hors de la cellule dans
les LDLs ou VLDLs (12) ou servir de substrat a la nCDase pour la formation de sphingosine (13) qui
pourra a son tour étre phosphorylée par la SPHK1 (14). Dans les lysosomes, des sphingolipides
complexes provenant de la membrane plasmique, pourront étre hydrolysés en céramide (15) qui seront
a leur tour dé-acétylés en sphingosine par la aCDase (16). Dans la mitochondrie, les sphingosines
peuvent étre phosphorylés en S1P par la SPHK2 (17). Les modes de transport des différents

sphingolipides entre les différents compartiments subcellulaires ne sont a ce jour pas tous élucidés.

CGT : ceramide galactosyltransferase ; UGCG : ceramide glucosyltransferase ; FAPP2 : four phosphate adaptor
protein 2 ; CERT : ceramide transfer protein ; C1P : ceramide-1-phosphate ; SM: sphingomyelin ; SMS1:
sphingomyelin synthase 1; nSMase2 : neutral sphingomyelinase 2 ; SMS2 : sphingomyelin synthase 2 ; aSMase :
acid sphingomyelinase ; Sphk1 : sphingosine kinase 1 ; aCDAse : acide céramidase neutre ; S1P : sphingosine-1-

phosphate ; Sphk2 : sphingosine kinase 2
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lll) RGles physiopathologiques des céramides

Comme nous l'avons vu dans la partie précédente, le métabolisme des céramides s’avere
complexe et finement régulé par de nombreuses enzymes. En effet, outre leur réle en tant que
lipides structuraux, les céramides sont impliqués dans de nombreux processus physiologigues
et physiopathologiques. Une dérégulation de leur métabolisme aura ainsi un fort impact dans
le développement de pathologies, en particulier dans les pathologies métaboliques. Dans cette
troisieme partie, nous développerons le réle des céramides dans I'apoptose et I'inflammation
a I'échelle cellulaire. 1l est cependant important de garder a I'esprit que nombre d’études
réalisées in vitro ou ex vivo utilisent des céramides exogénes a courtes chaines a des
concentrations parfois extra-physiologiques provoquant ainsi des effets cytotoxiques que I'on
ne retrouverait pas avec les céramides endogénes (Chavez and Summers, 2012).

i. Les céramides sont des lipides constitutifs de la membrane plasmique

Les céramides sont des lipides, trés hydrophobes, constitutifs des membranes cellulaires. lls
présentent une trés forte hydrophobicité et vont s’intercaler entre des phospholipides ou
sphingolipides. L’abondance des céramides dans les membranes augmente la rigidité de ces
derniéres dépendamment de la longueur de la chaine de I'acide gras associé aux céramides
(Pinto et al., 2011). De plus, il a été montré qu’un traitement avec une sphingomyélinase sur
des membranes de fibroblastes « chassait » le cholestérol encastré dans la membrane pour
former des pools de cholestérol intracellulaires. Des études ont ainsi montré un phénomeéne
de « séquestration » du cholestérol par la sphingomyéline au sein des membranes (Grénberg
et al., 1991; McIntosh et al., 1992; Ridgway, 2000; Leventhal et al., 2001). Le cholestérol étant
également hautement hydrophobe, les auteur.es ont émis I'hypothése d’'une compétition entre
ce dernier et les céramides (Slotte and Bierman, 1988). La présence de céramides
membranaires conféere a cette derniere de nombreuses autres propriétés telles que
'augmentation de la perméabilité au passage de molécules ou l'induction du passage de
lipides entre les deux couches lipidiques des membranes (« flip-flop ») (Alonso and Gofi,
2018).

Les céramides possédent donc un réle structural au niveau des membranes mais sont
également des lipides bioactifs capables d’induire ou de réguler de nombreuses voies de

signalisation. Cela est possible, en partie, grace a leur réle au sein des membranes.
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En effet, les céramides peuvent constituer des clusters constitutifs des rafts lipidiques au sein
des membranes permettant le recrutement et 'ancrage de nombreux récepteurs ou protéines
de signalisation (Huang et al., 1996; Kolesnick et al., 2000; Stith et al., 2019). Par exemple, il
a été montré que ces domaines membranaires riches en céramides étaient essentiels pour

I'ancrage du récepteur de mort cellulaire CD95 (Grassmé et al., 2003).

ii. Les interactions céramides/protéines

Les céramides peuvent également interagir directement avec des protéines de signalisation,
comme par exemples les isoformes de la PKC, la cathepsine D ou les phosphatases PP1A et
PP2A, aussi appelées CAPP (ceramide activated protein phosphatase) qui possédent un
domaine de liaison aux céramides (Zhang et al., 1997; Canals et al., 2018). De nouvelles
techniques telles que I'ajout d’'un fluorochrome aux céramides permettent de découvrir de
nouvelles protéines interagissant avec les céramides. Ainsi, en 2018 Bockelmann et ses
collaborateur.ices ont identifié StarD7, une protéine impliquée dans le transport des
phosphatidylcholine dans les membranes mitochondriales et pouvant interagir avec les
céramides (Bockelmann et al., 2018). Le champ d’investigation des CBP (ceramide binding
protein) reste encore largement d’actualité et nous aiderait a comprendre I'implication des

céramides dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques.

iii. Les sphingolipides nucléaires

Divers sphingolipides et enzymes du métabolisme des céramides ont été détectés dans le
noyau, que ce soit au niveau de I'enveloppe nucléaire ou en tant que molécules associées a
la chromatine (Dickson, 2008; Ito et al., 2009). Ainsi, la SPHK2 possede une séquence NLS
(nuclear localization sequence) qui lui permet d’étre importée dans le noyau. La supression de
cette séquence NLS empéche la translocation de cette protéine au noyau ou elle agit en

réprimant la syntese d’ADN et la prolifération cellulaire (Igarashi et al., 2003).

Les taux de sphingolipides nucléaires varient en fonction de I'état physiologique de la cellule,
suggérant leur implication dans le remodelage de la chromatine et donc le contrdle de
'expression des génes (Albi et al., 2008). Il existe une corrélation entre 'accumulation des
céramides nucléaires et I'apoptose, cependant les mécanismes d’action de ces céramides
restent mal connus (Tsugane et al., 1999). La sphingomyéline aurait un role constitutif dans
I'architecture de la chromatine. Ainsi, des variations de concentration de la SM pourraient
impacter I'état de condensation de la chromatine (Albi et al., 1994). Enfin, la S1P pourrait
exercer un contrdle épigénétique en régulant I'état d’acétylation des histones (Hait et al.,
2009).

Page | 102



Introduction bibliographique — chapitre 2

Enfin, nous avons vu que les céramides constituaient un véritable hub au sein du métabolisme
des sphingolipides. Le turnover de leur production/dégradation va donc impacter le taux de
tous les autres métabolites issus également du meétabolisme des sphingolipides. C’est
notamment le cas de la S1P et du C1P qui, comme nous I'avons vu précédemment, possédent

des rbles en tant que lipides bioactifs.

Par ces différents mécanismes, les céramides sont capables d’induire ou de réguler de
nombreuses voies de signalisation cellulaire et d’influencer ainsi I'état physiologique a I'échelle
du tissu et de 'organisme entier. Dans la suite de ce chapitre, nous allons détailler 'implication
des céramides et en particulier ceux générés via la nSMase2 dans les mécanismes

d’inflammation et d’apoptose.
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L’inflammation se définit comme la réponse d’un organisme face a une agression externe ou
interne. Elle implique I'action de cellules spécifiques et médiateurs du systéme immunitaire
tels que les lymphocytes, les cellules phagocytaires, les cellules dendritiques, etc., ainsi que
les cytokines pro-inflammatoires qui permettent la mise en place d’une réponse physiologique

afin de lutter contre I'agression.

On distingue 'inflammation aigué de l'inflammation chronique. Cette derniere se définit comme
un état d’inflammation de longue durée et de bas grade qui contribue notamment au
développement de maladies métaboliques telles que le diabéte de type 2 ou la stéatose
hépatite non alcoolique. Il a été montré qu’un régime riche en lipides et en particulier en acides
gras saturés pouvait étre a I'origine de cette inflammation chronique (Esser et al., 2014; Lian
et al., 2020).

De nombreuses études ont montré le réle des sphingolipides et particulierement des
céramides, en tant que médiateurs ou initiateurs d’'une réponse inflammatoire. Il a été montré
gue I'exposition de lignées cellulaires de reins a des céramides exogénes induisait I'activation
du récepteur membranaire toll like receptor 4 (TLR4) et conduisait ainsi a une réponse pro-
inflammatoire (Fischer et al., 2006). Les céramides pourraient également induire, via le NLRP3
(NOD-like receptor family pyrin domain containing 3), un récepteur constitutif de I'inflamasome,
l'activation de la caspase 1, responsable de la maturation par clivage des cytokines pro-

inflammatoires Interleukine-1B (ll-1B) et Interleukine-18 (1I-18) (Vandanmagsar et al., 2011).

Ex vivo, 'exposition d’hépatocytes primaires de rats a des céramides C2 exogénes augmente
la production d’ll-1B3, via l'activation de la voie ERK1/2 (Giltiay et al., 2005). In vivo, il a été
montré que la délétion de CerS6 réduisait I'inflammation du tissu adipeux (Turpin et al., 2014).
Les céramides pourraient également agir comme des médiateurs intracellulaires de
linflammation. Ainsi, la stimulation de macrophages avec du LPS modifie la production de
cytokines pro-inflammatoires via I'augmentation des céramides intracellulaires (S et al., 2010).
D’autre part, comme nous l'avons vu précédemment, la quantité de céramide régule la
production d’autres métabolites tels que la S1P ou le C1P. Or ces derniers ont été tres étudiés
pour leur réle anti-inflammatoire dans de nombreux types cellulaires notamment via I'action
inhibitrice du C1P sur le facteur de transcription Nf-kB (nuclear factor-kappa B) (Presa et al.,
2016). La S1P peut agir via ses récepteurs S1PR et activer le recrutement des lymphocytes B
et T (Cyster and Schwab, 2012). Il est cependant intéressant de noter que la S1P aura une

action pro ou anti-inflammatoire en fonction de l'isoforme du récepteur lié (Green et al., 2011).
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Certaines études ont cependant montré, in vivo ou in vitro, une augmentation de la réponse
inflammatoire induite par les LPS en I'absence de production de céramides (macrophages
provenant de souris déficientes en aSMase ou souris déficientes en CerS2) suggérant un role
plus complexe des céramides dans la réponse a l'inflammation induite par les LPS (Rozenova
et al., 2010; Ali et al., 2015).

I. Rdle de la sphingomyélinase neutre 2 dans l'inflammation

Ainsi la modification du pool de céramides intracellulaires pourrait induire une réponse pro-
inflammatoire. Dans la partie suivante, je m’interesse plus spécifiguement aux roles des
céramides produits a la membrane plasmique suite a I'hydrolyse de la sphingomyéline par la
nSMase2 et nous verrons que l'activation de cette enzyme intervient dans la mise en place
d'une réponse pro-inflammatoire induite par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires

comme le TNF-a ou I'Interleukine-1-f (voir Figure 21.).

i. 1 LanSMase 2 est activée par le TNF-a

Le TNF-a, impliqué dans la phase aigué de [linflammation, est une glycoprotéine
transmembranaire pouvant agir sous sa forme membranaire ou sa forme soluble aprés clivage
par une protéase appelée TNF-a converting enzyme (TACE) (Blobel, 1997). Chez les
mammiféres, le TNF-a est sécrété par divers leucocytes activés comme les macrophages,
monocytes, neutrophiles, les cellules NK ou les cellules T. Les membres de la superfamille
des ligands du TNF agissent via l'interaction avec leurs récepteurs membranaires tels que les
récepteurs au TNF (TNF-R) (Locksley et al., 2001). Le TNF-R semble avoir une expression
constitutive dans la plupart des types cellulaires (Schottelius et al., 2004). En 1991, Kim et son
équipe ont montré que le TNF-q, était capable d’induire I'hydrolyse de la sphingomyéline dans
une lignée cellulaire de leucocytes humains, associée a une augmentation des céramides (Kim
et al., 1991). Il a été ensuite mis en évidence un domaine d’activation de la nSMase2 (NSD)
sur le récepteur de mort TNF-a-1 (TNFR1) ou p55 (Adam et al., 1996). Précisément, la protéine
FAN (factor associated with neutral sphingomyelinase) recrute au niveau de la membrane
plasmique la protéine RACKL1 (receptor for activated C-kinase 1) et ce complexe s’associe au
domaine d’activation NSD et permet l'activation de la nSMase2 par sa translocation a la
membrane plasmique (Tcherkasowa et al., 2002). De plus, en 2010, une équipe a identifié un
nouvel acteur associé a la stimulation de la nSMase2 via le TNF-qa, le polycombe EED
(polycomb protein embryonic ectoderm development). En effet, la délétion de la protéine EED
par une approche SIRNA dans une lignée cellulaire lymphocyte T CD4 humaine supprime

complétement I'activation de la nSMase2 par le TNF-a (Philipp et al., 2010).
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Figure 21. Voies d’activation de la sphingomyélinase neutre 2 en réponse au TNFa et a

Pinterleukine-1-8.

La liaison du TNFa a son récepteur (1) induit le recrutement de FAN et de RACK1 sur le NSD (2) qui
vont permettre I'activation par translocation a la membrane plasmique de la nSMase2 (3). De fagon
concomitante, la liaison TNFa/TNFR1 va également permettre la translocation de EED (4) qui va
s’associer a FAN et RACK1 pour activer la nSMase2. La liaison de I'll-1-38 a son récepteur va activer la
nSMase2 (5) qui va synthétiser des céramides par hydrolyse de la sphingomyélinase (6). Ces derniers
vont se lier a la phosphatase CAPP PP2A (7) qui va activer IRAK1 (8), ce qui augmente la stabilité du
récepteur II-1-R1. Les céramides néoformés par la nSMase2 vont activer une réponse pro-inflammatoire
via I'activation des voies JNK, ERK1/2 et p38 (9).

TNF-a : tumor necrosis factor alpha ; FAN : factor associated with neutral sphingomyelinase ; RACKL : receptor of
activated protein kinase 1 ; NSD : neutral sphingomyelinase domain ; TNFRL1 : tumor necrosis factor receptor ;
nSMase?2 : neutral sphingomyelinase 2 ; II-1-B : interleukin-1-4 ; CAPP : ceramide-activated protein phosphatase ;
PP2A : protein phosphatase 2A ; IRAKL1 : interleukin-1 receptor associated kinase 1 ; II-1-R1 : interleukin 1 receptor
type 1 ; EED : polycomb protein embryonic ectoderm development ; AP-1 : activating protein 1
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i. 2 La nSMase 2 est activée par I'Interleukine-1-p

Il a également été montré qu’une autre cytokine pro-inflammatoire, I'interleukine-1-8 (I-1-p)
était capable d’activer la nSMase2 via notamment le récepteur II-1 (ll-1-R1) (Nikolova-
Karakashian et al., 1997). Il a été ainsi montré sur des cerveaux de souris déficientes en II-1-
R1 qu’un agoniste de I'll-1-f était incapable d’induire I'hnydrolyse de sphingomyéline par la
nSMase2 (Nalivaeva et al., 2000). Plus précisément, il a été mis en évidence que la
surexpression de la nSmase2 augmentait la stabilit¢ d'IRAK-1 (ll-18 receptor-associated
kinase-1) qui stimule 1I-1-R1 via I'activation de la protéine PP2A, connue pour son domaine de
liaison aux céramides. Il en résulte une potentialisation de la phosphorylation des protéines de
la voie JNK par I'll-1-p (Dobierzewska et al., 2011; Karakashian et al., 2004). Les céramides
produits par I'activation de la nSMase2 en réponse a ces cytokines inflammatoires vont activer
différentes protéines kinases appartenant a la voie des MAPK comme ERK1/2, JNK et p38 qui
vont elles-mémes activer le facteur de transcription NF-kB (nuclear factor-kappa B)
responsable d’une réponse pro-inflammatoire via la libération de cytokines pro-inflammatoires

ou du MCP1 (monocyte chemoattractant protein 1), voir Figure 21.

Il existe plusieurs processus de mort cellulaire tels que la nécrose, 'autophagie et 'apoptose.
L’apoptose, décrit depuis 1972, est un processus de mort programmée de la cellule qui, d’'un
point de vue morphologique, se caractérise par une condensation du cytoplasme et du noyau,
une fragmentation de 'ADN, un bourgeonnement de la membrane plasmique et une perte de
'asymétrie membranaire (Kerr et al., 1972). La cellule morte sera ensuite phagocytée par des
cellules voisines ou des macrophages. L’apoptose est un phénoméne physiologique induit par
la cellule qui, lorsqu’il s’avére non controlé, peut étre impliqué dans de nombreuses
pathologies hépatiques telles que la stéatohépatique non alcoolique (NASH) ou la cholangite
biliaire primitive (Harada et al., 1997; Guicciardi et al., 2013; Kanda et al., 2018).

I. Les différentes voies d’apoptose

On distingue la voie extrinséque, initi€ée par des signaux extérieurs, en particulier la fixation de
ligands a des récepteurs membranaires de mort cellulaire, et la voie intrinséque qui est initiée
par des facteurs de stress intracellulaires. Les principaux récepteurs de mort cellulaire
hépatiques sont les TNF-R, CD95, TRAILR1/2 (tumor-necrosis-factor related apoptosis
inducing ligand). Leurs ligands sont en partie secrétés par les cellules du systeme immunitaires
que I'on retrouve en cas d’inflammation (Faubion and Gores, 1999). Cette liaison ligand-
récepteur conduit a la formation du complexe multi-protéique DISC (death-inducing signaling

complex) et a l'auto-activation par clivage des pro-caspases 8 et 10 en caspases 8 et 10.
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Figure 22. Exemples de mécanismes menant a I’apoptose cellulaire impliquant les céramides.

Les céramides activent la phosphatase PP2A (1) qui inhibe, par déphosphorylation, la protéine anti-
apoptotique Bcl-2 (2). Bcl-2 forme un hétérodimére inactif avec les protéines Bax ou Bak. La
déphosphorylation de Bcl-2 va permettre 'homodimérisation et la fixation de Bax/Bak a la membrane
mitochondriale (3), entrainant le relarguage du cytochrome C dans le cytosol. Le cytochrome C se fixe
a la Caspase 9 et a Apaf-1 pour former un complexe appelé apoptosome (4) qui va activer par clivage
les caspases effectrices Caspase 3 et Caspase 7 (5), conduisant a I'apoptose cellulaire. La protéine
PP2A peut également inhiber par déphosphorylation, la protéine PKB/Akt (6) levant ainsi son inhibition
sur la Caspase 9 (7) et la protéine Bad (8) activatrice de Bcl-2. Enfin, les céramides activent la cathepsin

D (9) qui active la protéine pro-apoptotique Bid (10) qui permet I’homodimérisation de Bax et Bak.

PP2A : protein phosphatase 2A . Bcl-2 : B-cell ymphoma 2 ; Casp9 : caspase 9 ; Apaf-1 : apoptotic peptidase
activating factor 1 ; Casp3 : caspase 3 ; Casp7 : caspase 7 ; PKB/Akt : protein kinase B ; Bad : Bcl-2 associated

agonist death promoter ; Bid : BH3 interacting-domain death agonist
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Ces protéines sont des caspases dites initiatrices car leur activation va permettre, par clivage,
celle des caspases effectrices 3, 6 et 7. Ces protéines ont une activité protéolytique et vont
détruire les différents constituants de la cellule et conduire ainsi a I'apoptose (Peter and
Krammer, 2003).

Dans les cellules dites de type 2 comme les hépatocytes, I'activation des caspases effectrices
n’est pas directement induite par les caspases 8 et 10 (Guicciardi et al., 2013). La caspase 8
induit le clivage de la protéine BH3-only Bid (BH3 interacting domain death agonist) et sa
translocation au niveau de la membrane mitochondriale. La coopération entre la protéine Bid
tronquée et les protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) que sont
Bax (Bcl-2-associated X protein) ou Bak (Bcl-2 homologous antagonist killer) conduit a la
perméabilisation de la membrane mitochondriale a I'origine du relargage du cytochrome C.
Dans le cytosol, le cytochrome C s’associe a l'adaptateur Apaf-1 (apoptosis protease-
activating factor-1), ce qui permet le recrutement puis I'activation de la caspase 9 au sein du
complexe alors nommé « apoptosome». La caspase 9 active la caspase 3 qui va cliver
différents substrats pour induire le phénotype apoptotique et notamment ICAD, l'inhibiteur de
CAD (caspase activated DNAse), une nucléase qui induit une dégradation oligonucléosomale
de 'ADN. L’activation des caspases 9 et 3 est inhibée par XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis
protein) mais pour neutraliser cette inhibition, les protéines SMAC (second mitochondria-
derived activator of caspases) et HTRAZ2 (high temperature requirement protein A2) sont co-
libérées avec le cytochrome C, favorisant alors I'activation des caspases. La voie intrinséque,
induite par un stress cellulaire comme un dommage a I'ADN, est dépendante des

mitochondries mais n’est pas médiée par Bid (Green and Llambi, 2015).

ii. Réle des céramides dans I'apoptose

De nombreuses études ont montré l'implication des céramides dans le phénoméne
d’apoptose, que ce soit via la voie intrinséque ou la voie extrinséque (voir Figure 22.). En
effet, on constate, d’'une part, une élévation du taux de céramides intracellulaires lors de la
stimulation d’une cellule avec des agents pro-apoptotiques. Dans ce contexte, I'activité des
sphingomyélinases est, en effet, augmentée (voir Introduction Partie 2. 1ll) c) iii.) (Kuzmenko
and Klimentyeva, 2016). D’autre part, en 1993, Obeid et ses collaborateur.ices ont montré que
les céramides C2:0 induisaient 'apoptose in vitro, au contraire des dihydrocéramides (Obeid
et al., 1993).
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Les céramides agissent ainsi comme des seconds messagers médiateurs de I'apoptose, via
différentes voies de signalisation. Entre autres, les céramides activent des protéines kinases
et phosphatases telles que les CAPP (PP1A et PP2A), et PKCC ainsi que la protéase
cathepsine D, elles-mémes impliquées dans le phénoméne d’apoptose (Hannun and Obeid,
2008). Par exemple, I'activation de PP2A par des analogues des céramides induit, sur des
lignées de cellules sanguines, la déphosphorylation et I'inhibition de Bcl-2, une protéine anti-
apoptotique interagissant avec les protéines Bax et Bak (Ruvolo et al., 1999). Une autre cible
de la PP2A est la protéine PKB/Akt. La déphosphorylation de cette protéine est non seulement
impliquée dans la résistance a l'insuline mais également dans I'apoptose via I'activation de la
caspase 9 et de la protéine Bad (Bcl-2 associated agonist of cell death). Les céramides
peuvent également activer la voie pro-apoptotiqgue SAPK (stress-activated protein kinases) ou
JNK via la stimulation de la protéine Racl (ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) (Brenner
et al., 1997; Verheij et al., 1996).

Enfin, les céramides peuvent agir directement sur la mitochondrie en s’assemblant pour former
de larges canaux au niveau de la membrane extérieure de la mitochondrie, perturbant ainsi la
perméabilité de celle-ci et permettant le relargage du cytochrome C (Siskind et al., 2002). En
2019, les canaux voltage-dépendant VDAC1 et VDAC2 (voltage-dependent anion-selective
channel ¥2) ont été identifiés comme des protéines contenant un site de liaison aux céramides.
La modification de ce site de liaison aux céramides inhibe I'apoptose induite par ces derniers
suggérant donc que les canaux VDAC1 et VDAC2 sont des effecteurs de I'apoptose induite

par les céramides (Dadsena et al., 2019).

iii. Role de la sphingomyélinase neutre 2 dans l'apoptose

Le r6le de la sphingomyélinase neutre 2 dans I'apoptose a également été démontré dans de
nombreuses études. Ainsi, elle peut étre activée par de nombreux stimuli tel que les liaisons
ligand-récepteurs de mort TNFa/TNF-R ou Fas/CD95 (Shamseddine et al., 2015). Cependant,
il a été montré que I'activation seule de la nSMase2 ou la présence de céramides C2:0
suffisaient a l'induction de la mort cellulaire. Ainsi, en 1997, Zhang et son équipe ont montré
qu’une augmentation in vitro de I'activité de la nSMase2 (via la transfection d’'une nSMase2
bactérienne) conduisait au clivage de PARP et donc a l'apoptose (Zhang et al., 1997).
L’activation de la nSMase 2, indépendamment de la stimulation des récepteurs de mort TNFa

ou CD95 suffit a la production de céramides capables d’induire la mort cellulaire.
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Des études suggérent que le foie pourrait étre I'organe clef de la production des céramides et
serait ainsi le producteur majoritaire des céramides plasmatiques, excrétés dans les VLDL
(very-low-density-lipoproteins) et les LDL (low-density lipoproteins) (Merrill et al., 1995;
Raichur et al., 2019). Ainsi, la production hépatique de céramides pourrait avoir un impact
considérable sur différents tissus de I'organisme et étre a I'origine de nombreuses pathologies

impliquant notamment les phénoménes d’apoptose et d’inflammation.

De ce fait, au cours de mon projet de thése, je me suis interessée au réle du métabolisme des
céramides hépatiques dans I'homéostasie energétique et la survenue de maladies
métaboliques telles que le diabéte de type 2. Dans cette derniére partie, je vais donc
m’intéresser aux réles des céramides dans les maladies métaboliques hépatiques que sont la
stéatose hépatique non alcoolique (NASH) ou la résistance hépatique a l'insuline impliquée

dans le diabéte de type 2.
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V) Implication des céramides dans les pathologies métaboliques
hépatiques

i. Définition

La NASH est une maladie hépatique chronique de plus en plus répandue avec, en 2012, une
prévalence entre 20 et 30 % de la population générale en Europe (World Gastroenterology
Organisation). Elle se caractérise par une accumulation de lipides intra-hépatiques délétéres,
accompagnée de lésions hépatiques et de la survenue d’inflammation pouvant évoluer vers
une cirrhose avec présence de fibrose. Bien que classiquement la NASH est définie par une
accumulation de triglycérides, il a été montré que ces derniers étaient plutdt protecteurs contre
la lipotoxicité induite par d’autres lipides bioactifs comme par exemple les acides gras saturés
(AGS) ou les céramides (Chiappini et al., 2017). La survenue de la NASH est associée a la
résistance a l'insuline. En effet, l'insulino-résistance conduit, entre autres, a une augmentation
de la lipolyse et donc une augmentation des acides gras saturés circulants qui seront alors
captés par le foie. Les AGS intra-hépatiques sont alors a l'origine de lactivation de
nombreuses voies de signalisation cellulaires conduisant a l'inflammation et I'apoptose. Par
exemple, les AGS activent le complexe récepteur membranaire TLR4 ce qui va permettre la
translocation du facteur de transcription NF-kB dans le noyau (via I'inhibition du complexe Nf-
kB/IkB) entrainant ainsi une réponse inflammatoire (Musso et al., 2016). D’autre part, une
diminution de la NASH via une perte de poids ou un traitement a la leptine est correlée a une
amélioration significative de la sensibilité a I'insuline a la fois chez I’'Humain et les rongeurs
(Petersen et al., 2002, 2005; Petersen and Shulman, 2017). Le « foie gras » ou NAFL (non
alcoholic fatty liver) est un stade précoce de la NASH qui se caractérise par une stéatose

isolée avec une inflammation lobulaire minime.

ii. Céramides et NASH

Des études lipidomiques ont montré une augmentation du contenu hépatique et plasmatique
en céramides dans un contexte de NASH, corrélée avec la sévérité de la pathologie (Pagadala
et al., 2012; Simon et al., 2019; Jiang et al., 2019; Poss and Summers, 2020). En effet, il est
bien caractérisé que les céramides, via l'inhibition de la phosphorylation de PKB/Akt (voir
Introduction Partie 2. IV) b) ii.) conduisent a linsulino-résistance. lls sont également des
initiateurs de diverses cascades de signalisation conduisant a I'inflammation et I'apoptose, via

par exemple I'activation du facteur de transcription Nf-kB (voir Introduction Partie 2. IIl) b)).
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Il est & noter que la littérature scientifique reste controversée sur ce point car d’autres études
montrent une augmentation non pas des céramides mais des diacylglycérols plasmatiques et
hépatiques chez des sujets atteints de NASH (Puri et al., 2007; Kotronen et al., 2009).
Cependant, de nombreuses études explorent le réle des céramides dans la survenue de la
NASH en ciblant le métabolisme des céramides, via I'inhibition de leur production ou via
I'activation de leur dégradation. Chaurasia et ses collaborateur.ices ont ainsi développé un
modéle murin déficient en Degs1, une enzyme permettant la conversion des dihydrocéramides
en ceramides via I'ajout d’'une double liaison sur la dihydrosphingosine. La délétion de Desgsl
améliore, chez les souris nourries avec un régime gras, la survenue de la stéatose hépatique,
via une amélioration de la sensibilité a I'insuline et une diminution de I'expression hépatique
de Srebpl, un facteur de transcription impliqué dans la lipogenése hépatique (Chaurasia et
al.,, 2019). Il a également été montré que [lutilisation de la myriocine, un inhibiteur
pharmacologique de la SPT, chez des rat nourris avec un régime gras, réduisait la stéatose

hépatique.

Les céramides sont impliqués dans la survenue du « foie gras », pouvant évoluer vers la NASH
(voir Introduction Partie 2. IV) ¢)), via différents mécanismes (Hajduch et al., 2021). D’une part,
comme nous l'avons précédemment abordé dans ce chapitre, les céramides sont impliqués
dans les processus d’inflammation et d’apoptose qui contribuent au dévelopemment de la
maladie. D’autre part, les céramides jouent un role prépondérant dans le métabolisme des
lipides et donc dans l'accumulation des lipides hépatiques. Ainsi une baisse de la
concentration hépatique en céramides diminue I'entrée des acides gras dans les cellules

hépatiques via différents mécanismes :

- Ladiminution de I'expression des transporteurs d’acide gras hépatiques CD36, FATP2
et5
- La diminution de la translocation de CD36 a la membrane plasmique
Ces effets seraient médiés par la PKCCZ, activée par les céramides (Xia et al., 2015; Chaurasia
et al., 2019)

Les céramides activent le facteur de transcription SREBP1-c : un effet médié par le stress du

réticulum endoplasmique ?

En plus de leur implication dans I'absorption intracellulaire des lipides, les céramides
pourraient également avoir un effet sur la synthése des lipides hépatiques via le facteur de
transcription SREBP1. Ce facteur de transcription sous contréle de l'insuline est lié sous sa
fome inactive a la protéine SCAP (sterol cleavage activating protein) dans la membrane du RE

grace a la protéine INSIG-1 (Insulin-induced gene).
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L’insuline permet la dissociation de ce complexe et l'activation de SREBP1-c apres deux
clivages sucessives conduisant a la translocation de sa forme active (nSREBP) dans le noyau
et a 'expression de ces génes cibles impliqués dans la lipogénése (voir Introduction Partie 1
I) c) ii.) (Eberlé et al., 2004).

Plusieurs études ont ainsi montré in vivo et in vitro une augmentation de I'expression de
Srebpl et de ses génes cibles ou de la forme clivée et donc active du facteur de transcription
associée a une augmentation des céramides (Jiang et al., 2015a; Kim et al., 2019). Au
contraire, une baisse de la synthése des céramides hépatiques via l'inhibition de Degsl
diminue I'expression de Srebpl et de ses génes cibles (Chaurasia et al., 2019). Encore une

fois, I'effet des céramides sur SREBP1 pourrait étre médié par la PKCC (Taniguchi et al., 2006).

Par ailleurs, Kim et son équipe ont montré que la réduction du stress du réticulum
endoplasmique induisait, dans une lignée hépatocytaire humaine surexprimant CerS6, une
diminution de l'activation de SREBP1. Le stress du RE pourrait inhiber la protéine INSIG-1 et
ainsi empécher la rétention de la forme inactive de SREBP1 a la membrane du RE (Kim et al.,
2019). Ainsi I'effet des céramides sur l'activation de SREBP1 pourrait étre médié par leur
implication dans le stress du RE et la survenue de 'UPR (unfolded protein response). L'UPR
est une voie de signalisation mise en place lors d’'un stress du RE qui empéche le bon
fonctionnement de cet organite et donc, entre autres, la synthése fonctionnelle des protéines
et des lipides. Le stress du RE peut conduire a la mort cellulaire et au déclenchement d’'une
réponse pro-inflammatoire et est ainsi impliqgué dans de nombreuses pathologies, telles que
la stéatose hépatique. Une charge lipidique importante peut causer un stress du RE et les
céramides pourraient en étre les médiateurs. Liu et son équipe montrent qu’un traitement in
vitro avec des céramides exogeénes perturbe 'lhoméostasie calcique du RE conduisant a un
stress du RE (Liu et al., 2014). Cette fois encore, il semblerait cependant qu’il existe un réle
différentiel des céramides sur le stress du RE en fonction de la longueur de leur chaine acylée.
Les céramides a trés longues chaines ayant un réle plutét protecteur sur le stress du RE (Kim
et al., 2019).

Enfin, il a été montré que les céramides, en plus de leur impact sur I'absorption des acides
gras et sur I'activation de la lipogénése, réduiraient la 3-oxydation des acides gras, via une
action sur la fission mitochondriale, contribuant ainsi a acroitre 'accumulation d’acide gras
intra-hépatiques et provoquant donc la survenue de la stéatose hépatique (Raichur et al.,
2014; Turpin et al., 2014; Hammerschmidt et al., 2019).
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Dans un article de 2019, Chaurasia et ses collégues émettent une hypothese interessante
qguant a la régulation du métabolisme des lipides par les céramides (produits via la synthese
de novo). Selon eux, dans le cas d’'une surcharge cellulaire en acides gras (AG) conduisant a
la saturation de la synthése de triglycérides, la voie de synthese de novo des céramides
deviendra alors majoritaire afin d’éliminer I'excés d’AG délétéres pour la cellule, en particulier

pour l'intégrité de ses membranes.
Plusieurs arguments permettent de soutenir leur hypothése :

- Les céramides et sphingomyélines membranaires contrecarrent I'action détergente
des AG sur les membranes

- L’action des céramides sur SREBP1 régule positivement la synthése des triglycérides.

- L’action des céramides sur PKB/Akt inhibe I'absorption et I'utilisation du glucose par la
cellule afin de favoriser I'utilisation des AG comme source d’énergie.

- Les CerS, en réponse a un excés d’'AG, rejoignent le noyau et répriment I'expression

de lipases (Sociale et al., 2018).

Afin de tester cette hypothése selon laquelle les céramides et, plus généralement, les
sphingolipides réguleraient négativement la production d’AG, les auteur-es ont mesuré le flux
de la synthése des sphingolipides dans des adipocytes primaires en présence d’un agoniste
des récepteurs B-adrénergiques qui stimulent la libération d’AG. Il.elles ont ainsi montré que
'agoniste de ces récepteurs bloquait complétement la synthése de céramides (Chaurasia et
al., 2019).
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i. Définition

Le diabéte de type 2 a été qualifié par I'organisation mondiale de la santé (OMS) comme une
« pandémie non infectieuse ». En 2014, 420 millions de personnes dans le monde étaient
affectées par cette maladie et ce chiffre ne cesse d’'augmenter. Selon 'OMS toujours, en 2019,
1,5 million de décés étaient imputables au diabéte de type 2. Cette pathologie se caractérise
par l'installation d’une résistance a l'insuline des tissus cibles (muscles, foie, tissu adipeux,
etc.) associée a un défaut de sécrétion de linsuline par les cellules B conduisant a une
hyperglycémie chronique. Il est aujourd’hui bien caractérisé que l'obésité est un facteur de
risque majeur de développer un diabete de type 2. En effet, un excés de lipides et de glucose
sera délétere pour les cellules, notamment en perturbant la voie insuline dans les tissus cibles
ou encore en conduisant a I'apoptose et la perte de fonction des cellules B. On appelle ce

phénomene la gluco-lipotoxicité.

ii. Céramides et résistance a l'insuline

Ces trente dernieéres années, de nombreux travaux se sont interessés aux céramides en tant
gue médiateurs de la lipotoxicité (Chavez and Summers, 2012; Chaurasia and Summers,
2015). En 1990, Turinsky et son équipe ont mis en évidence une élevation du contenu en
céramides hépatiques et musculaires chez des rats Zucker obéses et insulino-résistants
(Turinsky et al., 1990). Puis, en 1998, Unger et ses collegues ont montré que I'utilisation d’'un
inhibiteur de la synthése des céramides permettait de prévenir le phénoméne de lipotoxicité
sur les cellules B pancréatiques mais également le développement du diabéte de type 2 chez
des rats fa/fa (Shimabukuro et al., 1998). Cette méme année, il a été montré que les
céramides inhibaient le transport du glucose dans les adipocytes (Wang et al., 1998). De plus,
des études ont montré des corrélations entre le taux de céramides plasmatique et tissulaire et
le développement de l'insulino-résistance (Adams et al., 2004; de Mello et al., 2009). En 2017,
une étude a mesuré un taux plasmatique de dihydrocéramides, les précurseurs des
céramides, plus élevé chez des individus neuf ans avant la survenue d’'un diabéete de type 2
(Wigger et al.,, 2017). Ces résultats désignent ainsi les dihydrocéramides comme étant

également des biomarqueurs potentiels dans la survenue du diabéte de type 2.

Ainsi, a partir des années 1990, de nombreuses études se sont intéressées au role des
céramides dans le phénoméne d’insulino-résistance des tissus cibles et ont ainsi pu mettre en
évidence plusieurs phénoménes conduisant a la perturbation du signal insuline par les

céramides.
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Dans le tissu adipeux et les muscles squelettiques, les céramides sont capables de bloquer la
translocation de PKB/Akt a la membrane plasmique, un intermédiaire essentiel de la voie de
signalisation insuline qui va notamment permettre la translocation du transporteur GLUT4 a la
membrane plasmique (Stratford et al., 2001). En effet, les céramides activent une protéine
kinase atypique, la PKCC qui va phosphoryler PKB/Akt au niveau de la sérine 34, ce qui aura
pour effet de réduire l'affinité de PKB/Akt avec les phosphoinositides, essentielles pour
l'activation de cette derniére (Powell et al., 2003). D’autre part, la liaison PKCC- PKB/Akt
associée a la phosphatase PTEN (phosphatase and tensin homologue detected on
chromosome 10), également recrutée par les céramides, augmenterait I'affinité de ces
protéines pour la cavéoline, un groupe de protéines membranaires constitutives des cavéoles.
De ce fait, la protéine PKB/Akt se retrouverait séquestrée dans la membrane plasmique

empéchant la médiation du signal insuline (Fox et al., 2007; Hajduch et al., 2008).

Un second mécanisme implique la déphosphorylation de PKB/Akt via la phosphatase PP2A.
En effet, il a été montré qu’un traitement avec un inhibiteur de la PP2A, I'acide okadaique,
permettait de contrecarrer I'effet des céramides sur l'activation de PKB/Akt dans le tissu
adipeux brun et le muscle (Teruel et al., 2001). Enfin, les céramides peuvent également agir
sur IRS (insulin receptor substrate) via la Protéine kinase R (voir Introduction Partie 1V) b) iii.)).

D’autre part, il a été observé chez des patients diabétiques de type 2 une augmentation du
taux sanguin des céramides associé a des LDLs uniqguement (Boon et al.,, 2013). Ces
céramides circulants pourraient étre a I'origine de l'insulino-résistance du muscle squelettique
chez ces patients. Une autre étude a montré que la surexpression de la céramidase acide
dans le foie de souris sous régime hyper lipidique améliorait la sensibilité a I'insuline dans le
foie mais également le tissu adipeux et prévenait également la fibrose et I'inflammation dans
le tissu adipeux. De plus, cette méme étude montre que la surexpression de la céramidase
acide dans le tissu adipeux semble avoir un effet encore plus protecteur sur 'homéostasie
énergétique (par rapport a la surexpression de CerS6 dans le foie). Ces données suggeérent,
d’'une part, un effet de la production des céramides hépatiques sur d’autres tissus cibles de
linsuline et sur la sensibilité a I'insuline systémique. D’autre part, ces résultats semblent
indiquer une communication inter-organes quant a la synthese et I'effet des céramides (Xia et
al., 2015).
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Figure 23. Mécanismes cellulaires conduisant a I'insulino-résitance médiée par les céramides.

L’insuline se fixe sur son récepteur induisant I'activation et le recrutement d’IRS qui va, a son tour,
recruter et activer PI3K. La PI3K phosphoryle PIP2 en PIP3 qui va ainsi recruter PDK1. PDK1 va
permettre le recrutement de la protéine PKB/Akt ainsi que sa phosphorylation sur le résidu thréonine
308. Cette phosphorylation induit la dissociation de PDK1 avec PKB/Akt qui sera ainsi phosphorylée
sur son résidu sérine 473 par le complexe mTORC2 dans le cytoplasme. Ainsi la protéine PKB/Akt sera

pleinement active pour médier ses effets métaboliques et mitogéniques.

Les céramides activent la PKC( qui, via la phosphorylation sur son résidu sérine 34 (1), va inhiber
l'activité de PKB/Akt. De plus, la liaison PKCZ-PKB/Akt avec PTEN induira la séquestration de PKB/Akt
dans la membrane plasmique au sein d’un domaine enrichi en cavéolines (2). Les céramides activent
également PP2A qui va déphosphoryler et inhiber PKB/Akt (3). Enfin les céramides sont capables
d’activer PKR qui va inhiber IRS (4).

Ces deux derniers mécanismes semblent prépondérants dans le foie.

PKCZ{ : protein kinase C zeta ; PKB/Akt : protein kinase B ; PP2A : protein phosphatase 2A ; PKR : Protein kinase
R ; IRS : Insulin receptor substrate ; PI3K : phosphoinositide 3-kinase ; PIP2 : bisphosphate du phosphatidyl-inositol
4,5; PIP3: phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate ; PDK1: pyruvate déshydrogénase kinase ; mTORC2 :

mechanistic target of rapamycin complex 2
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iii. Mécanismes impliqués dans la résistance a l'insuline hépatique médiée par les
céramides

En 1990, Turinsky et ses collégues ont montré une augmentation du contenu en céramide
hépatique de 27 % chez des rats insulino-résistants (Turinsky et al., 1990). Plus récemment,
des études ont mis en évidence l'implication des céramides, en particulier les céramides
C16:0, dans le développement de linsulino-résistance hépatique via la modulation du
métabolisme des céramides par des approches génétiques (Hla and Kolesnick, 2014; Raichur
et al., 2014; Turpin et al.,, 2014). Cependant, la littérature reste controversée quant a
'existence d’'une corrélation entre la résistance a l'insuline et une augmentation du contenu
hépatique en céramides. Ainsi une étude montre que l'induction de I'insulino-résistance apres
8 semaines de régime gras chez 5 souches de souris différentes n’est pas concomitante a une
accumulation de céramides intra-hépatiques (Montgomery et al., 2013). Les souris ob/ob
déficientes en leptine ainsi que des rats traités a la dexaméthasone et insulino-résistants
(diabéte iatrogene) présentent quant a eux une augmentation des céramides hépatiques
(Holland et al., 2007, 2011). De plus, l'insulino-résistance des rats traités a la dexaméthasone

est contrecarrée par un traitement a la myriocine.

Dans le foie, les mécanismes conduisant a une insulino-résistance via les céramides
demeurent encore discutés dans la littérature scientifique et ne sont pas tous élucidés (voir
Figure 23.). Par exemple, linhibition pharmacologique de PP2A chez des rats exacerbe
l'insulino-résistance hépatique suggérant donc que I'activation de PP2A via les céramides ne
serait pas un médiateur de l'insulino-résistance dans le foie (Galbo et al., 2013). En 2010, une
étude a mis en évidence l'implication de la protéine kinase R (PKR) dans le phénoméne
d’insulino résistance médié par les céramides. Les céramides induisent la phosphorylation et
l'activation de PKR qui inhibe IRS1 via les protéines JNK et IKK (ikB kinase) (Yang et al.,
2010). L'effet des céramides sur linsulino-résistance pourrait également étre médié par
'adiponectine (aux effets protecteurs dans linsulino-résistance) car le récepteur a cette
cytokine, AdipoR, contient un domaine d’activité céramidase (Holland et al., 2011). Il apparait
également que certaines especes de céramides seraient davantage impliquées dans le
phénoméne d’insulino-résistance comme les C16:0, tandis que d’autres pourraient méme étre
protectrices (céramides a trés longues chaines) (Raichur et al., 2014). Ainsi, une augmentation
de la céramide synthase CerS6 a été observée dans le foie de souris obéses et insulino-
résistantes, associée a une augmentation de la concentration en céramides C16:0 (Raichur et
al., 2019). Les céramides C16:0 ainsi que le C18:0 paraissent avoir un role prépondérant dans
linulino-résistance médiée par les céramides, dans le foie mais aussi dans d’autres tissus

comme le muscle (Turpin et al., 2014; Turpin-Nolan et al., 2019; Matsuzaka et al., 2020).
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Figure 24. Mise en place de la fibrose hépatique. D’apres (Rockey, 2014).

Des agressions répétées au niveau hépatique conduisent a une réponse pro-inflammatoire et a
I'activation et a la transdifférenciation des HSC. Ces derniers proliférent dans le foie et synthétisent des
cytokines, chimiokines et facteurs de croissance permettant le recrutement d’autres myofibroblastes et

des cellules de Kupffer. Toutes ces cellules synthétisent les composants de la matrice extracellulaire

qui va alors s’accumuler dans le foie

EMT : epithelial to mesenchymal transition
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i. Définition

La fibrose hépatique se caractérise par la production excessive de matrice extracellulaire
(MAC) en réponse a des agressions chroniques du foie qui peuvent étre d’origine alcoolique,
virale ou encore métabolique. Les cellules étoilées du foie (hepatic stellate cells ou HSC) et
les fibroblastes portaux jouent un réle prépondérant dans l'installation de la fibrose hépatique.
En effet les HSC, sous l'action de cytokines et de facteurs de croissance environnants
acquierent un phénotype myofibroblastique. Ces derniers proliféerent dans le foie et
synthétisent des cytokines, chimiokines et facteurs de croissance permettant le recrutement
d’autres myofibroblastes et des cellules de Kupffer. lls sont également responsables de la
production des composants de la MAC ainsi que de molécules bloquant leur dégradation
(Bourebaba and Marycz, 2021) (voir Figure 24.).

La fibrose hépatique peut évoluer en cirrhose, une maladie a forte morbi-mortalité,
caractérisée par une perte de la fonction hépatique via la destruction des cellules hépatiques
et leur régénération anarchique sous forme de nodules. La fibrose hépatique contribue
également a l'ischémie hépatocytaire via la fusion de veines portes afférentes et de veines

hépatiques. Elle peut conduire a une hypertension portale.

ii. R6le des céramides dans le développement de la fibrose hépatique

Plusieurs études montrent, chez des souris ou des rats traités a la myriocine (inhibiteur de la
SPT), une amélioration quant la progression de la fibrose associée a une diminution de
'apopotose, de l'inflammation, de la lipogénése et, par conséquent, une régression de la
stéatose hépatique et de I'arthérosclérose (Kasumov et al., 2015; Jiang et al., 2019). Les effets
délétéres des céramides sur le développement de la fibrose hépatique semblent donc médiés
par leur role sur 'apoptose, I'inflammation et le métabolisme des lipides. Cependant certaines
études suggerent l'implication des céramides dans le phénoméne de transdifférenciation des
HSC en myofibroblastes ainsi que dans la synthése des composants de la MAC par ces

mémes cellules.

En 2019, Shmarakov et son équipe montrent une accumulation de céramides précédeé par une
surexpression de CerS2, CerS5 et Smpdl dans des HSC activés en culture (lo et al., 2019).
Une autre étude semble indiquer un role protecteur des céramides quant a la synthése de
collagéne a1, I'une des protéines de la MAC, prépondérante dans les foies fibrotiques. En
effet, une diminution de I'expression des génes impliqués dans la synthése du collagéne a1
est observée dans des cultures d’HSC activés aprés traitement avec des céramides exogénes

(Hernandez-Mufoz et al., 1997).
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En 2003, une autre étude s’est interessée au rbéle des sphingolipides dans I'expression de
Colla2 qui code pour le collagéne a1 type 2, via la modulation de I'expression de la Sphk1 et
de la S1pp, qui régulent la formation de S1P. Ainsi, dans une lignée cellulaire de fibroblastes
humains, la surexpression de la Sphkl diminue I'expression de Colla2 au contraire de la
surexpression de la S1pp qui la diminue. Les auteur-es suggerent alors un réle différentiel de
la S1P et des céramides quant a la synthése de collagéne dans le développement de la
fibrose : les céramides activeraient I'expression de Colla2 et seraient ainsi plutot déléteres,
au contraire de la S1P (Sato et al., 2003).

A l'instar des études in vitro, les résultats émanant d’études modifiant in vivo le métabolisme
des céramides afin de mieux comprendre son impact sur la survenue ou le développement de
la fibrose hépatique fournissent également des résultats parfois contradictoires. D’une part,
des souris déficientes pour la aSMase (aSMase +/-) ou traitées avec un inhibiteur de cette
enzyme présentent une diminution de 'accumulation de collagéne hépatique aprés l'induction
d’une fibrose hépatique via un traitement au tétracholorométhane ou une ligature des voies
biliaires (Moles et al., 2010; Quillin et al., 2015). Ces études désignent les cathepsins B et D
comme étant les intermédiaires de I'activation des HSC initiée par les céramides. D’autre part,
on observe une réduction de la fibrose hépatique, associée a une augmentation des céramides
hépatiques, chez des souris déficientes en CDase spécifiqguement dans les HSC ou traitées
avec un inhibiteur de cette enzyme. Le mécanisme d’action proposé par cette étude implique
les protéines YAP/TAZ connues pour leurs propriétés pro-fibrotiques. Les céramides seraient
des inhibiteurs de l'activité de ces protéines en stimulant leur phosphorylation et ainsi leur

ubiquitination et dégradation (Alsamman et al., 2020).

Les céramides semblent donc bien avoir un rdle sur la synthése des composants de la MAC
et sur la transdifférenciation des HSC. Cependant davantage d’études sont nécessaires pour
comprendre les mécanismes impliqués et pour éventuellement désigner les céramides comme

une cible thérapeutique.

Afin de mieux comprendre le réle des céramides dans le développement de maladies
hépatiques telles que la stéatose hépatique, I'insulino-résistance ou encore la cholestase, des
modéles animaux présentant une modification du métabolisme des céramides via des
approches génétiques (surexpression ou déletion d’'une enzyme du métabolisme des SL),
spécifiguement dans le foie, ont été développés. Ces études sont résumées dans le
Tableau 1.
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Références

Modeéle d’étude

Introduction bibliographique — chapitre 2

Phénotype observé chez les souris

transgéniques comparé aux témoins

Mécanisme proposé

(Li et
2009)

al.,

Souris floxée pour la
Sptlc2 injectée avec
AAV-Cre
dans la veine de la

un virus

gueue

- Diminution du contenu en céramide,
sphingomyéline, sphingosine et S1P dans
le foie et le plasma.

- Diminution du contenu en sphingomyéline
dans les membranes plasmiques des

hépatocytes.

- Augmentation de la concentration et de la
sécrétion en ApoE plasmatique.

- Augmentation de l'efflux de cholestérol
provenant des macrophages du plasma.

- Augmentation de la concentration

plasmatique de cholestérol.

- Hypothése proposée : la déletion hépatique
de Sptlc2 diminue la concentration en

sphingomyéline dans les membranes
plasmiques ce qui modifie leur structure (en
particulier au niveau des rafts lipidiques) et

donc la sécretion de la lipoprotéine ApoE.

- La diminution de la sphingomyéline (SM)
membranaire induit un efflux de cholestérol
car la SM est capable de séquestrer le
la membrane

cholestérol au sein de

plasmique.

(Yang et al.,
2013)

Souris présentant une
fibrose hépatique
aprés un traitement
au tétrachlorure de
carbone ou une

ligature des voies
biliaires traitées avec
un inhibiteur des
SPHK ou un inhibiteur

des S1PRu3

Atténuation de la fibrose hépatique chez les

souris traitées.

L’axe SphK/S1P/S1PR module I'angiogenése
notamment via Angiopoietin 1 (Ang1) et induit
la fibrose hépatique.

(Kowalski et
al., 2015)

Souris injectée dans
la veine de la queue
avec un virus AAV (a
tropisme hépatique)
de surexpression de
la SphK1.

Réduction des triglycérides (TG)

hépatiques.

- Réduction du diacylglycérol (DAG).

- La SphK1 inhibe CD36 et SREBP1, deux
protéines impliquées dans la synthése des

lipides.

(Turpin et al.,
2014)

Souris déficientes en
CerS6

spécifiguement dans
les hépatocytes
(modéle Cre-lox
inductible) sous
régime gras ou

régime standard.

- Réduction des dihydrocéramides et

céramides C16:0 dans le foie.

- Protection contre I'obésité induite par un

régime gras.

- Amélioration de la tolérance au glucose.

- Augmentation de la B-oxydation des lipides

- La délétion hépatique de CerS6 protege
contre la perturbation de la voie insuline
hépatique dépendante de la synthése des
céramides C16 :0 induite par le palmitate
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Phénotype observé chez les souris

Références Modéle d’étude transgéniques comparé aux témoins Mécanisme proposé
(Xia et al.,, Surexpression - Diminution de la concentration hépatique Réduction de [l'activation de la PKCC qui
2015) inductible de l'acide et plasmatique en céramides C16:0, C18:0 diminue [lactivation de CD36 permettant
céramidase dans le et C20:0 (uniquement dans le foie). I'entrée des AG dans la cellule.
foie sur souris sous ) o )
. - La surexpression de la céramidase acide
régime gras ou i .
dans le foie prévient la survenue de la
standard. ) ) L o
stéatose et fibrose hépatique induite par un
régime gras, améliore la tolérance au
glucose et la sensibilité a 'insuline.
Dans le tissu adipeux :
- diminution du contenu en
lactosylcéramides,
- diminution de I'expression des genes
impliqués dans la synthése des céramides
et diminution des marqueurs
d’inflammation.
(Li et al., Souris floxée pour la - Augmentation de la concentration - La phosphorylation de la cadherin qui
2016) Sptlc2 croisée avec plasmatique de la bilirubine directe et contrdle son ubiquitination et sa dégradation

des souris exprimant
la CRE recombinase
sous promoteur
albumine (spécifique

des hépatocytes)

indirecte associée a une diminution du flux

d’acides biliaires conduisant a un ictére.

- Diminution de la concentration en

sphingomyéline plasmatique.
- Perte de la polarité des hépatocytes.

- Les souris KO développent des tumeurs
hépatiques et la régénération de leur foie

est perturbée.

- Diminution de la cadherin, 3 et a-catenin

dans la membrane plasmique et

accumulation de la B-catenin dans le

noyau.

est augmentée. Ces protéines sont
impliqguées dans la formation de jonctions
adhérentes entre les hépatocytes. La f3
catenin est également impliquée dans la voie
Wnt qui est impliquée dans I'établissement de

la polarité et la prolifération cellulaire.

- Une supplémentation en sphingomyeline
restore partiellement les taux de cadherin, 3
et a-catenin dans la membrane plasmique et

le noyau.

Hypothése suite aux résultats de I'étude : la
diminution de la sphingomyéline dans les
membranes  plasmiques  perturbe la
composition et la stabilité des rafts lipidiques,
ce qui fragilise I'équilibre cadherin- 3 catenin
dans les membranes plasmiques et induit la

translocation de la 3 catenin au noyau.
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Modéle d’étude
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Phénotype observé chez les souris

transgéniques comparé aux témoins

Mécanisme proposé

(Chaurasia et

al., 2019)

Souris Degsl floxée
injectée dans la veine
de la queue avec un
virus AAV (a tropisme
hépatique)

d’expression de la
CRE

sous régime gras.

recombinase,

- Augmentation du ratio

dihydrocéramide/céramide  (foie,  tissu

adipeux blanc, soleus et plasma).

- Amélioration de la sensibilité a I'insuline et

de 'homéostasie  glucidique  sans

modification de la prise de poids.

- Augmentation de I'absorption de glucose
et diminution de la production hépatique de

glucose induite par l'insuline.

La délétion de Degsl diminue I'expression de
genes impliqués dans le stockage des lipides
hépatiques

La diminution des céramides hépatiques

améliore I'activation de PKB/Akt par l'insuline.

(Chaurasia et

Souris injectée dans

Idem que les souris Degs1 floxées injectées

Idem

al., 2019) la veine de la queue avec un AAV-CRE mais avec une

avec un virus AAV (& diminution de la prise de poids sans

tropisme hépatique) modification de la prise alimentaire

portant un Sh anti-

Degsl, sous régime

gras.
(Raichur et Souris injectée (sous- - Diminution de la concentration hépatique Pas de mécanisme proposé concernant I'effet
al., 2019) cutanée) avec un et plasmatique en céramides C16:0. des céramides C16:0 sur le métabolisme

SIRNA CerS6, deux
fois/semaine  durant
45 jours. Des souris
ob/ob ou mises sous
régime gras ont été
utilisées pour cette

étude.

Chez les souris sous régime gras :

- diminution de la prise de poids (sans
modification de la prise alimentaire)
associée a une meilleure sensibilité a
linsuline et a une diminution des TG

plasmatiques et intra-hépatiques.
Chez les souris ob/ab :

- diminution de la prise de poids associée a

une diminution de la prise alimentaire,

- amélioration de la tolérance au glucose,
de la sensibilité a l'insuline et de la glycémie
de difféerence de TG

a jeun. Pas

plasmatique ou intrahépatique.

glucidique.

La différence de phénotype observée entre
les souris ob/ob et les souris HFD pourrait
étre expliquée par I'inflammation induite par la

déficience en leptine chez les souris ob/ob.

Tableau 1 : La modulation du métabolisme des céramides hépatiques in vivo par des approches

génétiques : récapitulatif des études.
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Objectifs de I'étude

Au cours de lintroduction, nous avons vu que le foie est un organe majeur impliqué dans la
régulation de la balance énergétique. Ce dernier est capable de synthétiser et d’exporter des
céramides qui semblent, comme nous l'avons vu dans la seconde partie de l'introduction,
impliqués dans la survenue de nombreuses maladies hépatiques. Afin de mieux comprendre,
le rble des céramides hépatiques ainsi que la régulation de leur métabolisme, nous avons
généré un modeéle de souris déficientes en SPTLC2, spécifiqguement dans les hépatocytes,
grace au systéme Cre-Lox. Les souris présentant une diminution de I'expression de Sptlc2
sont notées Sptlc22HeP et leur témoins (issues d’une méme portée étant donné que les souris

sont hétérozygotes pour la Cre) sont notés Sptlc2"WTer,

La caractérisation de ce modéle nous a permis, d’'une part, de mieux comprendre la régulation
du métabolisme des céramides dans le cas de linhibition (dés les premiers stades de
développement) d’'une enzyme clef de la synthése de novo des céramides. D’autre part, il nous
a permis de mettre en lumiére I'implication des céramides dans le métabolisme des acides

biliaires et la production hépatique de glucose, encore tres peu décrits dans la littérature.

Au cours de cette étude, nous avons ainsi caractérisé le phénotype métabolique des souris
Sptlc22HeP et leur témoins nourris avec un régime standard ou un régime hyper lipidique. Les
souris ont été mises sous régime gras afin d’'induire une obésité et une insulino-résistance (par
rapport aux souris sous régime standard) et cela afin d’étudier le role des céramides dans un
contexte pathologique. Une étude longitudinale a également été menée afin d’investiguer la

survenue des anomalies métaboliques ou constitutives au cours du temps.

Une partie des résultats sera présentée sous la forme d’un article scientifique en préparation
pour une soumission dans les prochaines semaines. Une autre partie des résultats (non
présentés dans l'article mais appartenant a la méme étude) sera présentée dans la partie des
résultats complémentaires. Une discussion générale de I'ensemble des résultats viendra

conclure le manuscrit.
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Résultats

Article scientifique

(en préparation)
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Abstract

Objectives: Ceramides have been shown as lipotoxic inducers, which can trigger apoptosis,
inflammation and disturb numerous cell signalling pathways leading to metabolic disorders
such as type 2 diabetes (T2D). In this study, we aimed to determine the role of de novo hepatic

ceramide synthesis on energy homeostasis and liver damage in mice.

Methods: In order to investigate the hepatic role of de novo ceramides synthesis, we generated
mice lacking serine palmitoyltransferase 2 (Sptlc2) in hepatocytes using the cre-lox system.
SPTLC2 allows condensation of serine and palmitoylCoA and is the rate limiting-enzyme
necessary for ceramide de novo synthesis. Sptlc22HeP and their littermate controls were fed
with high fat diet (HFD) to induce metabolic disorders. Liver ceramides content and metabolic
parameters as glucose tolerance, insulin sensitivity, and hepatic glucose production were
assessed. Hepatocytes being the main producers of bile acid, we also investigated bile acid
pool composition, synthesis and transport. Finally, inflammation and apoptosis levels were
measured in the liver using western blot analysis, pro-inflammatory cytokines expression level

and immunohistochemistry.

Results: Despite lower expression of hepatic Sptlc2, we observed an increased concentration
of hepatic ceramides, especially C16:0. Primary hepatocytes of Sptlc22HP mice were also
associated with an increased neutral sphingomyelinase 2 (nSmase2) expression, and a
decreased sphingomyelin content. We showed that Sptlc22"¢* mice are protected against body
mass gain normally induced by HFD and displayed a decreased body fat mass. Hydrophobic
bile acid pool was drastically decreased in Sptlc22"e? mice, leading to lipid absorption defect.
In addition, the nuclear bile acid receptor FXR and its target genes were downregulated in
intestine and liver of Sptlc22e* mice. Sptlc2 deficiency also enhances glucose tolerance and
attenuates hepatic glucose production in an insulin-independent manner. Finally, Sptlic2

disruption promotes hepatic fibrosis, apoptosis and inflammation in an aged-related manner.

Conclusion: Our data demonstrate for the first time a potential compensatory mechanism to
regulate hepatic ceramides content from sphingomyelin hydrolysis. These results thus
highlight the role of hepatic sphingolipid modulation on hepatic glucose production through bile

acid composition changes.

Keywords: Ceramides ; Liver ; sphingomyelinase ; bile acid ; gluconeogenesis ; fibrosis .
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1. Introduction

Type 2 diabetes (T2D) impacts the lives of about 400 million people worldwide, and it is
considered as a non-infectious pandemic due to the constant increase in the number of
patients. The established disease is characterised by liver, fat and muscle insulin resistance,
and by inadequate pancreatic beta-cells insulin secretion to counteract the insulin resistance.
A specific class of lipids, namely sphingolipids, and in particular ceramides (Cer), are proposed
to be important mediators of both free-fatty acid (FFA)-induced B cell dysfunction and
apoptosis, and FFA-induced insulin resistance in insulin target tissues (Poitout and Robertson,
2008). Moreover, we previously showed that ceramides and dihydroceramides (dhCer) could
be relevant plasma biomarkers of T2D susceptibility (Wigger et al., 2017). At the cellular level,
increased concentrations of Cer promote insulin resistance by inhibiting insulin signalling
pathway, and Cer can regulate autophagy, reactive oxygen species production, cell
proliferation, inflammation and apoptosis (Chaurasia and Summers, 2015).

In mammals, three main pathways have been described to produce sphingolipids. First, the de
novo synthesis pathway starts on the cytoplasmic face of the endoplasmic reticulum (ER) with
the condensation of Palmitoyl-CoA and L-Serine by serine palmitoyltransferase (SPT) to form
3-ketosphinganine. SPT is a heterodimer which consists of three subunits called SPTLC1,
SPTLC2, and SPTLC3 (Hornemann et al., 2007). Then, ceramides are transported to the Golgi
apparatus to be metabolized into more complex sphingolipids such as glucosyl-ceramides and
sphingomyelin (Bellini et al., 2015). Second, the catabolic sphingomyelinase pathway leads to
the degradation of sphingomyelin (SM) into ceramides by sphingomyelinases and takes place
at different sub_cellular localizations (plasma membrane, mitochondria, lysosome and Golgi)
((Insausti-Urkia et al., 2020).The third pathway is called the “salvage pathway” from late
endosomes/lysosomes, which generate ceramides from the breakdown of complex
sphingolipids (Kitatani et al., 2008). Cer are produced by ceramide synthase (CerS) through
N-acylation of a sphingoid base, both in de novo synthesis and salvage pathway. Among the
different ceramide species, C18:0 and C16:0-Cer have been pointed out as apoptosis inducers
which play a key role in the development of insulin resistance and steatohepatitis (Pewzner-
Jung et al., 2010; Raichur et al., 2014).

The liver is a key metabolic organ which govern body energy metabolism. Thus, the liver is at
the core of the T2D disease. In particular, the intrahepatic accumulation of lipids and, especially
ceramides, observed in NASH syndrome (nonalcoholic steatohepatitis) strongly correlates with
the risk of T2D (Birkenfeld and Shulman, 2014).
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In addition, it has been demonstrated that in vivo or in vitro inhibition of SPT, using myriocin,
decreases ceramides accumulation in plasma and liver and improves hepatic fibrosis,

steatosis and insulin sensitivity (Jiang et al., 2019; Kasumov et al., 2015).

Hepatocytes, the major parenchymal cells in the liver, carry out many metabolic functions,
including the production of bile acids (BA). BA are amphipathic molecules, which allow dietary
lipid absorption and also act as signaling molecules through their action on nuclear receptors
such as the Farnesoid X receptor (FXR) or G protein-coupled bile acid receptors, such as
Takeda G protein-coupled receptor 5 (TGR5). FXR is activated by chenodeoxycholic acid
(CDCA) but inhibited by tauro-beta-muricholic acid (T-B-MCA), and regulates bile acid
synthesis (Goodwin et al., 2000, 2013). Numerous studies have demonstrated the role of FXR
signaling in glucose homeostasis and especially in hepatic glucose production (Sun et al.,
2021). Thus, beyond their detergent properties, bile acid modification could trigger metabolic
disorders in an endocrine way. Interestingly, inhibition of intestinal FXR signaling prevents
obesity induced by high fat diet and metabolic disease such as insulin resistance and fatty liver
(Jiang et al., 2015b). Recently, Smpd3/nSmase2 and Sptlc2 genes, involved in ceramide
production, have been identified as FXR target genes (Wu et al., 2021; Xie et al., 2017). These
results suggest the existence of a ceramide/FXR/BA signaling axis, which could regulate

glucose and lipid metabolism.

Because of a key role of hepatic sphingolipids production in aetiology of metabolic diseases
we investigated the role of de novo ceramide synthesis in the liver of mice fed with regular
chow or HFD on energy homeostasis. Using the cre-lox system, we developed a mouse model
to decrease ceramide de novo synthesis in liver by targeting the rate-limiting enzyme, Sptlc2,
in hepatocytes. Interestingly, we found that a 50% decrease of liver Sptlc2 expression impaired
bile acid synthesis and export but also led to a defect in lipid absorption. Our results also
showed that Sptlc2-deficient mice were protected against HFD-induced obesity and displayed
impaired gluconeogenesis, while their liver ceramide content was increased and

sphingomyelin content decreased.

Altogether, we demonstrated for the first time that Sptlc2 deficiency was associated with strong
alteration in bile acid (BA) homeostasis, inhibition of FXR signalling, decreased hepatic

glucose production, and progressive liver fibrosis.
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2. Materials and methods

All procedures were carried out in accordance with the ethical standards of French and
European regulations (European Communities Council Directive, 86/609/EEC). Animal use
and procedures were approved by the Ethics committee of the University of Paris and by the
French Ministry of Research under the reference #2016040414129137. Sptlc2fl™ mice (kindly
given by Xian-Cheng Jiang) were crossed with AlbCre*  mice (kindly given by Catherine
Postic) to generate mice lacking Sptlc2 expression in hepatocytes Sptlc22H¢P or littermate
controls Sptlc2"™er, Male Sptlc2"™eP and Sptlc22HeP were housed in a controlled environment
with tap water and ad libitum regular food (A04 diet, Safe) or high fat diet (HF260 diet, Safe)
starting at 8 weeks of age. Mice were maintained on a 12-hour light/12-hour dark cycle and
cages were enriched with tunnels. Number of mice and suffering were minimized in

accordance with the 3Rs.

Body weight and body mass composition

Body weight was measured weekly. Body mass composition was determined by an EchoMRI-
900 (Echo Medical Systems).

Oral glucose tolerance test

Oral glucose tolerance tests (OGTT) were performed in overnight fasting mice. A glucose
solution (2 g/kg) was administrated by oral gavage. Blood glucose was quantified from the tip
of the tail vein with a glucose meter (Glucofix Lector, Menarini Diagnostics). Blood samples
were collected from the tail vein to assay plasma insulin with a wide-range Mouse ultrasensitive
Insulin ELISA Kit (catalog no. 80-INSMSU-EO1, Alpco).

Insulin tolerance test

To assess insulin sensitivity, insulin tolerance tests (0.5 U/kg for HFD mice and 0,25U/kg for
RC mice) were performed in 5-hour-fasting mice. Mice were given an intraperitoneal injection
of insulin (Novo Nordisk), and blood glucose was monitored following the same protocol as
was used for OGTT.

Pyruvate and glycerol tolerance test

To evaluate hepatic glucose production, pyruvate at 2g/kg (sodium pyruvate, catalog no.
P5280, Sigma) or glycerol at 1g/kg (catalog no. G5516) were injected (intraperitoneal injection)

in overnight fasting mice. Blood glucose was measured every 15 or 30 minutes during 120
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minutes and quantified from the tip of the tail vein with a glucose meter (Glucofix Lector,

Menarini Diagnostics).

Blood ketone bodies were quantified from the tip of the tail vein with a glucose meter (Glucofix
Lector, Menarini Diagnostics).

Feces were collected every 24h during one week, dried to constant weight (0.001 g) at 60 °C,
and energy content of dried feces (kJ/g) was analyzed for each individual mouse using a bomb

calorimeter (IKA C200, Staufen, Germany).

Liver samples were either frozen in nitrogen-cooled isopentane and stored at —80°C until use
or fixed in 4% formaldehyde and embedded in paraffin. H&E (Haemotoxylin and Eosin) and

Sirius red staining were performed following standard procedures.

Immunohistochemistry

Frozen Liver samples sections 10-um thick were cut with a refrigerated cryostat, collected on
slides, and stored at —80 °C until staining. Antibodies against: Ki67 (catalog no.15580, 1/500,
Abcam), Gr-1 (catalog no. 550291, 1/50, BD Pharmingen) and the cholangiocyte marker
cytokeratin-19 CK19 (TROMA-III, Developmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa,
1/500) were used. Liver sections were then incubated with secondary antibodies (Alexa fluor
1/500, Molecular Probes) 30 min at 37°C. Images were acquired by epifluorescence

(Axioskope, Zeiss).

RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was isolated from the liver using RNeasy Mini kit (Qiagen). The concentration of
RNA samples was ascertained by measuring optical density at 260 nm. The integrity of RNA
was confirmed by the detection of 18S and 28S bands after agarose-formaldehyde gel
electrophoresis. The quality of RNA was verified by optical density absorption ratio OD 260nm
/ OD 280nm. To remove residual DNA contamination, the RNA samples were treated with
DNAse RNAse-free (Qiagen) and purified with Rneasy mini column (Qiagen). 1 pg of total RNA
from each sample was reverse transcribed with 40 U of M-MLV Reverse Transcriptase

(Invitrogen, life technologies) using random hexamer primers.
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Real-time PCR using SYBR-Green chemistry

Real time quantitative PCR amplification reaction were carried out in a LightCycler 480
detection system (Roche) using the LightCycler FastStart DNA Master plus SYBR Green | kit
(Catalog n° 03515869001, Roche). 40ng of reverse transcribed RNA was used as template
for each reaction. All reactions were carried out in duplicate with no template control. The
PCR conditions were: 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 10 sec, 60°C for 10
sec and 72°C for 10 sec. To compare target level, relative quantification was performed
using the 2"22¢t methods. The relative abundances of the involved genes were calculated by
normalizing their level to those of Cyclophilin A (CycloA), 18S ribosomal RNA (18S) and
TATA-binding protein (Tbp).The primers were derived from mouse sequences and are listed

in supplementary methods.

Samples of frozen mouse liver were homogenized in lysis and extraction buffer (RIPA lysis
and extraction buffer, Thermofisher Scientific, catalog n°® 89900) containing protease inhibitors
(protease inhibitor cocktails tablets, Roche, catalog n°® 48047900). After high-speed shaking
in TissueLyserll (Quiagen) with stainless steel beads, the homogenate was centrifuged at
15 000 rpm for 15 min at 4 °C, and the supernatant was collected in a new tube. After
appropriate quantitative analysis (protein quantitation Kkit, Interchim), equal amounts of the
protein samples (20 ug of liver extracts) were resuspended in Laemmli sample buffer
(Thermofisher Scientific, catalog n°39000) and separated in an 4%-20% sodium
dodecylsulfate (SDS) polyacrylamide gel system (Biorad). After transfer, the nitrocellulose
membranes were incubated with specific antibodies overnight at 4 °C and then with the
secondary antibody conjugated with peroxidase for 1 h at RT. The primary antibodies used
were the following: anti-cleaved Casp3 (Cell Signalling, catalog n°9661, 1/500), anti-Smpd3
(Merck clone 14G5.1, 1/2000), and anti-Cyclophilin A (Cell Signalling, catalog n°51418,
1/2000). Immunoreactivity was detected with an ECL Western Blotting Analysis System
(Amersham) and acquired and analyzed using Amersham™ Image 6000 and the Image J

software (LiCor Biosciences).

Protein extraction was carried out from liver, adipose tissue and muscle was carried out
following the same protocol as was used for western blot analysis. Quantitative determination
of phospho-Akt (Ser473) and total Akt was assessed by a Meso Scale Discovery (MSD)
multispot electrochemiluminescence immunoassay system (Phospho(Ser473)/Total Akt

Whole Cell Lysate Kit, catalog n® K15100D) according to manufacturer’s instructions.
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Liver triglycerides were measured using triglyceride determination kit from Sigma (catalog
n°TR0100) according to the manufacturer’s instructions. Liver glycogen content was measured
using amyloglucosidase enzyme (Sigma-Aldrich, catalog n°A7095) assay according to
Roehring and Allred method (Roehrig and Allred, 1974). Glucose was then determined using
Glucose GOD-PAP kit (Biolabo, catalog n°87109). Plasma concentrations of non-esterified
fatty acid (NEFA), cholesterol, HDL cholesterol, alanine amino-transferase (ALAT), aspartate
amino-transferase (ASAT), direct bilirubin and alkaline phosphatase were determined using
an automated Monarch device (CEFI, IFR02, Paris, France) as described previously (Viollet et
al., 2003).

Hepatocytes from 45 day-old Sptlc2W™eP and Sptlc22HP mice were isolated as previously
described (Besnard et al., 2016).

Primary mouse hepatocytes were cultured in BD BioCoat™Collagen | 6-well plates (1-1.5 x
108 cells per well) in William’s medium (Gibco catalog n°12551032) supplemented with 5%
FBS, penicillin (100 units/ml) and streptomycin (100 ug/ml). The day after primary hepatocytes
isolation, cells were washed two times with PBS+/+ and medium was replaced with glucose-
free DMEM (Sigma-Aldrich, catalog n°D5030) without phenol red supplemented with 2 mM L-
glutamine, 15 mM HEPES (Gibco, catalog n°15630-056), 5% penicillin (100 units/ml) and
streptomycin (100 pg/ml) and in presence or absence (negative control) of 20 mM sodium
lactate (Sigma-Aldrich catalog n°L7022), 1,5 mM sodium pyruvate (Gibco catalog n°11360-
070) and pCPT-cAMPC (Sigma-Aldrich, catalog n°C3912) at 100uM as positive control.
Hepatocytes were then incubated for 2 hr at 37°C and 150ul of cell medium was collected 2h
and 3h after stimulation for glucose measurement. The glucose content of the supernatant was
measured using hexokinase (Sigma-Aldrich, catalog n° H4502) and glucose-6-phosphatase

enzyme (Sigma-Aldrich, catalog n°G8404).

G6Pase activity was assayed in liver homogenates for 10 mn at 30°C at pH 7.3 in the presence
of a saturating glucose-6-phosphate concentration of 20mM as described in (Mithieux et al.,
2004; Rajas et al., 1999). Hepatic glucose-6-phosphatase (G6P) determinations were carried

out as previously described (Penhoat et al., 2014).
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All solvents used were LC-MS grade and purchased from Biosolve (Valkenswaard,
Netherlands). Standard compounds were obtained from Sigma Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France). Individual stock solutions (2.5 mmol/L) of sphingolipids (sphingosine-1-
phosphate [S1P], ceramides [Cer], hexosyl ceramides [HexoCer], lactosyl ceramides
[LactoCer] and sphingomyelins [SM]), and exogenous S1P (d17:1), Cer (18:1/17:0) and SM
(18:1/17:0) were prepared in isopropanol. A pool of reference standard solutions including
S1P, 6 Cer species, 3 HexoCer species, 3 LactoCer species and 6 SM species
(Supplementary Table S1) was prepared in isopropanol and then serially diluted to obtain

seven standard solutions ranging from 1-1000 nmol/L for S1P, 5-5000 nmol/L for Cer, HexoCer
and LactoCer, and 0.1-100 umol/L for SM. Liver tissues samples were weighted and diluted
(0.1 g/mL) in PBS before homogenization. Standard solutions, liver homogenates and plasma
samples (10 L) were then extracted with 500 puL of methanol/chloroform mixture (2:1; v:v)
containing exogenous internal standards (IS) at 0.5 pmol/L, 1 umol/L and 5 umol/L for S1P
(17:1), Cer (18:1/17:0) and SM (18:1/17:0), respectively. Samples were mixed and centrifuged
for 10 min at 20,000 x g (4 °C). The supernatants were dried under a gentle stream of nitrogen.
Dried samples were finally solubilized in 100 puL of methanol prior liquid chromatography-

tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) injection.

Sphingolipid concentrations were determined in plasma and liver tissue by LC-MS/MS on a
Xevo® Triple-Quadrupole mass spectrometer with an electrospray ionization interface
equipped with an Acquity H-Class® UPLC™ device (Waters Corporation, Milford, MA, USA).
Samples (10 pL) were injected onto an Acquity BEH-C1s column (1.7 um; 2.1 x 50 mm, Waters
Corporation) held at 60 °C, and compounds were separated with a linear gradient of mobile
phase B (50% acetonitrile, 50% isopropanol containing 0.1% formic acid and 10 mmol/L
ammonium formate) in mobile phase A (5% acetonitrile, 95% water containing 0.1% formic
acid and 10 mmol/L ammonium formate) at a flow rate of 400 pL/min. Mobile phase B was
linearly increased from 40% to 99% for 4 min, kept constant for 1.5 min, returned to the initial
condition over 0.5 min, and kept constant for 2 min before the next injection. Target compounds
were then detected by the mass spectrometer with the electrospray interface operating in the
positive ion mode (capillary voltage, 3 kV; desolvatation gas (N2) flow, 650 L/h; desolvatation
gas temperature, 350 °C; source temperature, 120 °C). The multiple reaction monitoring mode

was applied for MS/MS detection as detailed in Supplementary Table 1. Chromatographic

peak area ratios between sphingolipids and IS constituted the detector responses. Standard
solutions were used to plot the calibration curves for quantification. The assay linearity was

expressed by the mean R?, which was greater than 0.996 for all compounds (linear regression,
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1/x weighting, origin excluded). Data acquisition and analyses were performed with MassLynx

and TargetLynx version 4.1 softwares, respectively (Waters Corporation).

Bile acids measurements were performed on mouse bile, plasma, liver and feces by high-
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry as described in (Péan et al.
2013; Bidault-Jourdainne, Merlen et al, 2020). The hydrophobicity index reflects bile acids
hydrophobicity, taking into account the retention time (RT) of different bile acids on a C18
column with a gradient of methanol; the LCA has the highest retention time, the TUDCA-3S
has the lowest.

Data are expressed as means + SEM. Statistical analysis was performed using Student’s t
test, Mann-Whitney U test or two-way ANOVA followed by two-by-two comparisons using
Bonferroni’s post hoc test (GraphPad Prism 6 Software, La Jolla CA, USA). Differences were

considered significant at p < 0.05.
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3. Results

Sptic2lox/lox mice were crossed with heterozygous mice which expressed the protein CRE
driven by the albumin promoter (Eigure S1.A). As previously shown (Li et al., 2016), Sptlc2
hepatic MRNA level was reduced to 60% of WT level (Eigure S1.B), consistent with the fact
that hepatocytes represent about 70% of all liver cells (Si-Tayeb et al., 2010). As measured by
guantitative-PCR, Sptlc2 deficiency induces overexpression of Desgl, CerS5 and CerS6
genes but had no effect on the transcription of other enzymes involved in ceramide de novo
synthesis pathway (Figure S1.C). It has been demonstrated that in vivo or in vitro
pharmacological inhibition of SPT, using myriocin, decreases ceramides accumulation in
plasma and liver and improves hepatic fibrosis, steatosis and insulin sensitivity (Aji et al., 2020;
Jiang et al., 2019; Kasumov et al., 2015). However, in our genetic model, Sptlc2 deficiency in
hepatocytes leads to C16:0, C18:0 and C24:1-ceramide accumulation in the liver and plasma
in mice fed with regular chow (RC) or high fat diet (HFD) (Figure 1.A-D, Figure S1.D-E and

S2.). Interestingly, C16:0 and C18:0 -ceramides, are known as apoptosis inducers and insulin

resistance mediators (Hartmann et al., 2012; Raichur et al., 2019). Quantification of ceramides
in isolated hepatocytes from Sptlc22"e mice and their littermate controls confirmed C16:0-

ceramide upregulation (Eigure S1.F, S1.G and S1.H). Interestingly, CerS5 and CerS6 which

catalyze C16:0 and C18:0 ceramides synthesis are up regulated in liver of Knock — Down (KD)

mice upon HFD (Figure S1.C).

On the contrary, sphingomyelin content was reduced in the liver of Sptlc2 Knock-Down (KD)
mice, at the expense of ceramide (Figure 1.A and 1.B). Indeed, the ratio
ceramide/sphingomyelin is up to 3 times more elevated for each species in the liver of
Sptlc22HeP mice (Figure 1.E and 1.F). These data suggest that the sphingomyelinase (SMase)
pathway from hydrolysis of sphingomyelin (SM) is over-activated to produce ceramides.
SMase pathway takes place at different sub-cellular localizations and involves different
SMases depending on the pH of the organelles. Then, neutral SMase occurs at the plasma
membrane while acid SMase occurs into the lysosome. We measured the expression level of
the Smases and we found that mRNA level of nSMase?2 is dramatically elevated in the liver of

KD mice, independently of the diet, compared to the littermate controls (Figure 1.G and 1.H).
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Moreover, nSmase2 protein detection by western blotting confirms this result (Figure 1.1).
Overall, these data suggest a compensatory mechanism through the SMase pathway to
maintain an elevated ceramide content in the liver despite the inhibition of de novo synthesis
pathway.

We placed Sptlc2 2"¢P mice and their littermate controls on HFD for 8 weeks in an attempt to
induce obesity and insulin resistance. As shown in Figure 2.A, starting from week 4, mutant
mice have significantly gained less body weight than control animals, despite similar food
intake (Figure 2.C). Mass composition analysis revealed a decreased fat mass in KD mice
compared to WT mice upon RC and HFD (Figure 2.D). The analysis of energy expenditure
and thermogenesis failed to explain the body weight difference (data not shown). However,
energetic density of faeces collected every 24h during 15 days is increased in KD mice (Figure
2.E), and we show that Sptlc2 deficiency in hepatocytes impaired triglycerides absorption.
Indeed, triglycerides amount is reduced in the plasma of Sptlc2 2H¢P mice up to 6 hours after
an oral olive oil charge (Figure 2.F). These results suggest that Sptlc2 2"¢* mice exhibit a

defect of lipids absorption leading to resistance to body weight gain normally induced by HFD.

As modifications of BA compaosition, synthesis and transport could impair lipid absorption (Holt,
1972), we measured BA composition and concentration in the gallbladder, liver, ileum and
plasma and showed that KD mice compared to WT mice exhibited substantially elevated BA
concentrations in liver, gallbladder and plasma (Figure 2.G, Figure S3.A). Moreover, BA
composition was strongly modified between the two groups of mice, independently of the diet
(Figure 2.H, Figure S3.B). A dramatic increase in tauro muricholic acid (T-MCA) was observed
in mutant mice (Figure 1.J, Figure S3.C) while secondary BA were almost absent (Figure 2.H,
Figure S3.B). In line with these data, the hydrophobicity index of BA, was decreased in liver,
gallbladder and plasma from Sptlc2 2"¢ as compared with WT mice (Figure 2.1, Figure S3.D).
Elevated plasma bile acids were associated with severe jaundice in mutant mice, along with
moderate cytolysis and strong elevation of ALP and Bilirubin (Figure 2.K and Table 1.),

consistent with cholestasis, as reported (Li et al., 2016).
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Interestingly in this cholestatic context, mutant mice exhibited disrupted localization of CK19
immunostaining (a marker of cholangiocytes) through hepatic lobules (Figure 2.L), suggesting
that cholangiocyte injury occurred in these mice and may contribute to bile flow impairment,
i.e. to cholestasis. Furthermore, we measured mRNA levels of bile acid transporters and the
main enzymes involved in bile acids synthesis. Expression level of Cyp8abl, which allows CA
synthesis, and Cyp27al, involved in the alternative pathway were both reduced in Sptlc2 2Hep
mice (Figure 2.M). We also found that mRNA level of the BA transporter Bile salt export pump
(Bsep), which allows BA excretion from hepatocytes to bile canaliculus and the transporter
Sodium taurocholate cotransporting polypeptide (Ntcp), a sodium-dependent transporter
expressed on the basolateral membrane of hepatocytes, responsible for BA uptake from
sinusoids, are both decreased in the liver of KD mice (Figure 2.N). The significant drop of Ntcp
expression could be part of an adaptive response to BA accumulation in hepatocytes as
already well described (Zollner et al., 2001). Consistent with the dramatic increase in T-MCA,
a BA reported as an FXR antagonist (2013), a significantly decreased expression in the FXR
target genes small heterodimer partner (Shp) and fibroblast growth factor 15 (Fgf15) was
observed in both ileum and liver from Sptlc2 2HeP as compared with WT mice (Figure 2.0 and
2.P).

The liver is at the core of glucose metabolism: it produces glucose from the breakdown of
glycogen, or through gluconeogenesis from lactate, pyruvate, glycerol and amino acids. These
pathways are essential for normoglycemia maintenance. Interestingly, decreased level of
hepatic Sptlc2 prevents glucose intolerance in mice challenged with HFD (Figure 3.A, 3.B and
3.C). De novo glucose production from pyruvate (Figure 3.D, 3.E and 3.F) and glycerol
(Figure 3.G, 3.H and 3.I) are disrupted both in KD mice fed with HFD or regular chow.
However, glucose production from glutamine, the preferential substrate for intestinal
gluconeogenesis, is not affected in KD mice (Figure S4.C). These results are supported by
glucose production measurements on isolated hepatocytes (Figure 3.J). Two and three hours
after hepatocyte stimulation induced by medium without glucose containing pyruvate and
glycerol, we detected a tendency of a reduced glucose production in isolated Sptlc22Hep
hepatocytes. Indeed, hepatic Sptic2 deficiency decreases glucose-6-phosphatase (G6pase)
and pyruvate carboxylase (Pc) expression levels, two enzymes involved in glycogenesis
and/or gluconeogenesis (Figure 3.K). Furthermore, G6pase activity and glucose-6-phosphate
content were decreased in mutant mice liver (Figure 3.L). Reduced liver glycogen content was
also observed in Sptlc2 2H¢P mice at fed state or at 5h fasted state, as compared with WT mice
(Figure 3.M).
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In order to evaluate the role of insulin on hepatic glucose production in our model lacking Sptlc2
expression in hepatocytes, we measured insulin secretion, during the course of a glucose
tolerance test, and insulin sensitivity. Hepatic deletion of Sptlc2 did not impair insulin secretion
or systemic insulin sensitivity (Figure 3.N, 3.0 and 3.P) but, consistent with the previous

results, 5h fasting glycemia is reduced in KD mice (Eigure S4.A and S4.B). Moreover, as

expected based on C16:0 and C18:0-cer accumulation in the liver, activation by
phosphorylation of Akt/PKB (Protein Kinase B), a central mediator of insulin’s anabolic effects
is reduced in the liver of mutant mice (Figure 3.Q). Systemic insulin sensitivity seems to be
compensated by an enhanced Akt/PKb phosphorylation in the muscle (Extensor Digitorum
Longus, EDL). Altogether, these results demonstrated that hepatic Sptlc2 deficiency impairs

hepatic glucose production in an insulin-independent manner.

Furthermore, fatty acid synthase (Fas) mMRNA level and ketone bodies content in liver at 24h
fasted are decreased in Sptlc2 2HeP mice (Figure S4), indicating both disruption in fatty acid
synthesis and degradation. Together with our previous observation (Figure 2. and

supplementary table 2), these data suggest that hepatic Sptlc2 impairs lipid uptake and

metabolism in the liver.

Based on our data, we next asked whether modulating ceramide levels could lead to liver
damage. Sirius red and H&E liver section staining revealed that Sptlc2 2"¢P mice exhibited
necrosis, inflammatory infiltration and fibrosis, increasing progressively with age (Figure 4.A).
At 20 days, bile infarcts (i.e. necrotic cell clusters characteristic of bile acid overload), were
observed in Sptlc2 2P but not WT livers, without any significant fibrosis. These results were
associated with an increased liver to body weight ratio, without triglyceride accumulation, as

compared to the littermate controls (Figure 4.B and 4.C).

To further investigate cellular mechanisms that trigger liver disorders, we assessed
inflammatory response activation through the presence of Granulocyte receptor-1 (Gr-1)
positive cells in frozen liver tissues section. Gr-1 is expressed in monocytes, neutrophils,
macrophages, plasmacytoid dendritic cells, and T cells. In line with H&E staining, as shown
in Figure 4.D, inflammatory Gr1 positive cells were strongly increased in KD mice liver sections
as compared with WT mice. Also, hepatic mRNAs encoded by tumor necrosis alpha (TNFa)-
a proinflammatory cytokine also involved in apoptosis- and its TNF receptor 1 (TNFR-1), were

significantly elevated in mice lacking expression of Sptlc2 in the liver (Figure 4.E).
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Western blot analysis revealed increased cleaved Casp3 content in the liver from HFD-fed
Sptlc22HeP as compared with WT mice (Figure 4.F). Moreover, in Sptlc2 2P mice, genes
belonging to B-cell lymphoma 2 (Bcl2) family (apoptosis regulators), were significantly
modulated. Bcl-2 and Bcl-2-associated X protein (Bax), respectively anti-apoptotic and pro-
apoptotic molecules, were up-regulated, indicating apoptosis modulation in KD mice upon HFD
(Figure 4.H). In agreement with these results, Ki67 immunostaining (a proliferation marker),
revealed a dramatic increase of cell proliferation in mutant as compared with WT mice,
demonstrating a high apoptosis/proliferation rate in the liver of mice lacking SPTLC2 (Figure
4.F). Interestingly, this Sptlc2 2H¢P phenotype was not associated with any ER stress, since

Gpr78 and Chop expression in liver were not affected by Sptlc2 deficiency (Figure S5.A and
S5.B).

Altogether, these results showed that hepatic Sptlc2 disruption led to early inflammatory liver
injury, with progressive development of liver fibrosis with age, in association with abnormally

high rates of apoptosis and proliferation.
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4. Discussion

We demonstrate for the first time a potential compensatory mechanism to regulate hepatic
ceramides content from sphingomyelin hydrolysis, and highlight the role of hepatic sphingolipid
modulation on hepatic glucose production through and bile acid composition changes.

We investigated the role of ceramide de novo synthesis in liver on energy homeostasis in mice
upon regular chow (RC) or high fat diet (HFD). Interestingly, genetic deletion in hepatocytes of
the rate-limiting enzyme of ceramide de novo synthesis, Sptlc2, does not reduce total
intrahepatic and plasmatic ceramides level, and even increases liver ceramide content in HFD
fed mice. However, we show a significant decrease of the C22:0-cer specie in liver, and both
C22:0-cer and C24:0-cer diminution is evidenced in primary hepatocytes. These ceramide
species are the most abundant in liver, partially because of the high expression level of CerS2
involved in C22:0 and C24:0 formation from dihydrosphingosine (Laviad et al., 2008). Thus, in
our model, Sptic2 deficiency reduces ceramide production from de novo synthesis likely for
the benefit of another production pathway. Indeed, neutral sphingomyelinase 2 (nSMase2)
mRNA and protein level are up-regulated in Sptlc22"¢ mice, suggesting over-activation of the
sphingomyelinase pathway at plasma membrane. Our data suggest for the first time to our
knowledge, a compensatory mechanism to maintain (and even to increase) ceramide
production though the dramatic upregulation of nSmase2. As a direct regulatory interaction
between SPTLC2 and nSMase2 is unlikely due to different intracellular localization, one could
speculate that the decreased utilization of serine and palmitoyl-CoA (SPTLC2 substrates) led
to a modulation of nSmase2 transcription and synthesis. Indeed, it has been shown that
decreased ceramides de novo synthesis leads to a diminution in membrane of sphingomyelins
(SM), a situation which compromises membrane integrity and lipid rafts distribution (Li et al.,
2016). Although the fine mechanisms leading to an overproduction of ceramides remain
unclear, these data suggest that ceramides are essential components for the cell and that an
attempt to alter their de novo synthesis would trigger a cellular response to avoid a drop in
ceramide content, at the expense of SM concentration, a situation occurring in liver that also

leads to important changes in plasma lipids profile.

Interestingly, acute reduction of Sptlc2 expression or activity using adenovirus targeting Sptlc2
in liver, or pharmacological inhibitors such as myriocin, doesn’t induce ceramide accumulation
(Li et al., 2009; Zabielski et al., 2019) in contrast to chronic Sptlc2 deletion using genetic
approach which led to ceramide and especially C16:0-Cer increase in liver and adipose tissue
(Li et al., 2016; Lee et al., 2017).
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In the liver, authors have shown that specific deletion of Sptlc2 induces sphingomyelin
reduction and ceramide accumulation in plasma membrane of hepatocytes, supporting the
hypothesis of a compensatory mechanism through over-activation of SM hydrolysis at plasma
membrane (Li et al., 2016). In our hands, hepatic C16:0-ceramides are dramatically increased
in mutant mice and these ceramides species are well described as apoptotic inducers and
inflammation triggers (Grosch et al., 2012). In addition, numerous studies have shown that
induction of nSmase2 expression caused C16:0-ceramides accumulation, in the liver or in
ileum (Matsubara et al., 2011; Wu et al., 2021). In our model, C16:0-ceramide accumulation
could not be directly linked to the result of SM hydrolysis because an increased concentration
of hepatic C16:0-SM is observed in Sptlc2 deficient mice fed with HFD, along with the up-
regulation of CerS5 and CerS6, which allow ceramide C16:0 and C18:0 formation from
dihydrosphingosine. However, CerS5 and CerS6 substrates are likely provided by SM
hydrolysis and ceramidase action (He et al., 2003). In addition, numerous studies show that
nSMase2 activation induces apoptosis through different signalling pathways leading to
caspase 3 (Casp3) cleavage (Andrieu-Abadie and Levade, 2002; Shamseddine et al., 2015)

consistently with our findings in Sptlc2 2H¢P mice under HFD.

We also showed that the modulation of sphingolipid metabolism in liver leads to a strong
alteration of liver homeostasis, in particular, we evidenced an impairment of bile acid (BA) pool

composition associated with a defect in intestinal lipid absorption.

BA facilitate dietary lipids uptake in the intestine and act as signalling molecules through their
action on membrane or nuclear receptors such as FXR or TGR5. Our findings show that
primary BA, especially tauro -muricholic acid (T-MCA), are increased in Sptlc2 2HeP mice and
that secondary BA are almost absent. After excretion in duodenum, primary BA are converted
into secondary BA by the gut microbiota. Secondary BA, which are more hydrophobic than
primary BA, are essential for intestinal lipid absorption (Woollett et al., 2004). Accordingly,
Sptlc2 2"eP mice exhibited lower triglycerides absorption and increased energy density in feces.
Taking together, these data are consistent with a full resistance to high-fat induced obesity in
Sptlc2 2HeP mice due to altered BA-dependent lipid absorption in the intestine. Of interest, food
intake is similar in Sptlc2 2P compared to the controls, supporting ingestive events rather than

nervous perturbation of food behavior.

Sptlc22HeP mice also displayed jaundice as reported (Li et al., 2016). Although precise
mechanisms of cholestasis development in this model remain to be fully deciphered. Our data
suggest that in Sptlc22HeP mice , intrahepatic bile ducts were disorganized, a feature that likely

contributed to bile flow impairment.
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How cholangiocytes would be injured in these mice remains to be elucidated, but we speculate
that the accumulation of pro-inflammatory ceramides observed in Sptlc2 2"¢P mice might
contribute to biliary epithelial damage.

Numerous actors allow the regulation of bile acid metabolism, among them FXR, a nuclear
transcription factor also involved in glucose homeostasis. Indeed, in vitro or in vivo modulation
of FXR pathway regulates gluconeogenesis in rodent. Thus, in vitro, FXR activation induces
Pepck expression and FOXO1 activation (Stayrook et al., 2005) ; in vivo, FXR KO mice display

lower Pepck expression and a decreased glucose production (Duran-Sandoval et al., 2005).

FXR is inhibited by T-B-MCA (2013). Consistent with the dramatic increase of T-MCA, we show
that genetic deletion of hepatic Sptlc2 inhibits expression of FXR signaling pathway. In
addition, Sptlc2 2HeP mice have a defect in hepatic production of glucose from pyruvate and
glycerol, which probably explains, at least in part, the better glucose tolerance under HF, while
insulin secretion and systemic insulin sensitivity are similar to their respective controls. Of note,
5h fasting glycemia is reduced in Sptlc2 2HP mice. These traits are unlikely linked to a liver-
specific increase in insulin sensitivity, while ceramides, well-known inducers of insulin
resistance, accumulates in liver. Consistently, glycogen content is reduced, and
phosphorylation of Akt/ protein kinase B (PKB), a main mediator of insulin anabolic effects is
reduced in the liver of mutant mice, while systemic insulin sensitivity seems to be compensated
by an enhanced Akt/Pkb phosphorylation in the muscle (extenseur digitorium longus muscle).
Altogether, these results demonstrated that hepatic Sptlc2 deficiency impaired hepatic glucose

production in an insulin independent way.

Conversely, Sptlc22HeP mice have lower hepatic glucose-6-phosphate content (consistent with
their glucose production defect) which could play a causal role in the modulation of the BA
pool. Indeed, Hoogerland et al. put in evidence that G6P stimulates Cyp8bl expression
through activation of the transcription factor ChREBP (Hoogerland et al., 2019). The drop of
G6P could thus explain the diminished CA production and Cyp8bl down-expression in

Sptlc22HeP mice, as an indirect mediator of sphingolipids metabolism modulation.

Thus, we put in evidence a cascade of events, from SPTLC2 deficiency to the over expression
of nSmase?2 and the changes in BA profile which led to liver damage: liver cells organisation
is altered, we evidence a cholestasis, a fibrosis, a defect in glucose production (independent
from insulin) and an increased apoptosis/proliferation rate. However, despite the jaundice,
mice health condition is correct under RC and, interestingly, they are protected against high-
fat diet induced obesity and glucose intolerance. These data suggest a new role of nSMase2,
which could be a target for decreasing hepatic glucose production, when activated. Recently,
it has been shown that nSmase2 is a target gene of FXR (Wu et al., 2021; Xie et al., 2017).
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Although Fxr and nSmase2 vary in opposite ways in our model, our findings suggest that
nSMase2 may exert a negative feedback on FXR expression, probably through its products,

ceramides.

We also evidenced a previously undescribed age-related effect of SPTLC2 deficiency that
favours hepatic fibrogenesis. Although precise mechanisms remain to be investigated, the
decreased amount of membrane SMs in the lack of hepatic SPTLC2 associated with a
reduction of membrane lipids rafts, may favour beta catenin translocation to the nucleus and
contribute to the onset of fibrogenesis (Ge et al., 2014, Li et al., 2016). Moreover, several
studies showed that ceramides themselves are involved in hepatic fibrogenesis, and in the
setting of NASH disease (Hajduch et al., 2021). In particular, it has been shown in a mouse
NASH model that a decrease in hepatic ceramide content (through Fgfl9 treatment that
modulates BA metabolism) rescued from hepatic fibrosis, TG accumulation and liver injury
(Zhou et al., 2017). Interestingly, in our model we demonstrated that the hepatic glucose
production defect was already present in Sptlc2 2"¢* mice aged 45d before the neat onset of
fibrosis and altogether our results suggest that hepatic defect of glucose production is
independent of fibrosis development over time.

In conclusion, our findings suggest a compensatory mechanism for ceramides production in
liver, and highlight a link between sphingolipid production, BA metabolism, and glucose
production in an insulin-independent way. The nuclear receptor FXR, whose activation is
controlled by BAs, and which is implicated in both BA homeostasis and energy metabolism is

likely to be at the core of a Sphingolipids/BAs/Neoglucogenesis axis.
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Figure 1.
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Figure 1. Sptlc2 deficiency in hepatocytes modulates ceramide partioning and induces

nSmase2 overexpression.

(A-B) Quantification of sphingolipids content in the liver of regular chow (RC) mice and high
fat diet (HFD) mice. (C-D) Ceramides partitioning according to acyl-chain lenght in the liver of
RC mice and HFD mice. (E-F) Liver ratio ceramide : sphingomyelin in RC mice and HFD mice.
(G-H) Relative expression of genes involved in sphingomyelinase pathway (sms, asmase,
nsmasel, nsmase2, nsmase3) in liver of Sptlc22HeP mice relative to their littermate controls
upon RC or HFD. (1) Western blot analyses and quantification of nSmase2 and Cyclo-a in liver
of RC mice. Analysis were performed in 4 month-old mice and HFD mice were fed with HFD
for 2 months starting at 2 month-old ; error bars represents SEM ; n = 4 -10 mice per groups ;
*p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 via Mann-Whitney U test.

RC : Regular Chow ; HFD : High Fat Diet ; Cer : ceramide ; HexoCer : Hexosylceramide ; LactoCer :
Lactosylceramide ; SM: Sphingomyelin; Sms: sphingomyeline synthase; aSMase: acide
sphingomyelinase ; nSMasel : neutral sphingomyelinase 1 ; nSMase2 : neutral sphingomyelinase 2 ;

nSMase3 : neutral sphingomyelinase 3 ; Cyclo-a : cyclophilin a
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Figure 2. Genetic deletion of Sptlc2 disturbs bile acid homeostasis leading to lipid

absorption defect.

(A-B) Body weight change of Sptlc22HeP and their littermate controls upon HFD or RC. (C) Time
course of food intake of HFD mice. (D) Body composition, fat and lean in grams, of mice. (E)
Energy density of feces collected everey 24H of HFD mice. (F) Plasma triglycerides
measurement after oral olive oil charge in HFD mice. (G) Total bile acid content (uM) in liver,
gallbladder, iileum and plasma of HFD mice. (H) Bile acids partitioning (CA : Cholic acid ;
CDCA : Chenodeoxycholic acid ; B-MCA : beta — Murocholic acid and secondary bile acids) in
gallbalder, ileum and plasma of HFD mutant and control mice. (I) Hydrophobicity index of bile
acid pool contained in liver, gallbalder, intestine and plasma of HFD Sptlc2"/™P and Sptlc22Hep
mice. (J) Muricholic acid concentration in liver and ileum. (K) Photograph of representative
plasma samples from Sptlc2"¥™eP or control mice upon RC or HFD. (L) Representative
immunofluorescence image showing cytokeratin 19 (Ck19) in liver sections of RC three month-
old mice. (M) Relative expression of main enzymes involved in bile acid synthesis : classical
or alternative pathway in liver of HFD mice (Cyp7al, Cyp8bl, Cyp27al and Cyp2c70). (N)
Relative expression of bile acids transporters in the liver (Bsep, Ntcp) or terminal ileum (Astb,
Osta/B) of HFD mice. (O-P) Relative expression of Fxr and its target gene in the liver (Shp) or

terminal ileum (Fgfl5) of HFD mice.

Analysis were performed in 4 months-old mice and HFD mice were fed with HFD for 2 months
starting at 2 month-old ; n = 4 -10 mice per groups ; error bars represents SEM ; *p < 0.05, **p
< 0.01, **p < 0.001 via Mann-Whitney U test, Student’s t test when appropriate or two-way

ANOVA followed by two-by-two comparisons using Bonferroni’s post hoc test.

RC : Regular Chow ; HFD : High Fat Diet; Ck19: Cytokeratin 19 ; Cyp7al: cholesterol 7-alpha
hydroxylase ; Cyp8b1 : Cytochrome P450 family 8 subfamily B member 1 ; Cyp27al : Cytochrome
P450 family 27 subfamily A member 1 ; Cyp2c70 : Cytochrome P450 family 2 subfamily C member 70 ;
Bsep : Bile Salt Export Pump ; Ntcp : Sodium/Taurocholate Cotransporting Polypeptide ; Asbt : Apical
Sodium-Bile acid Transporter ; Osta/B : Organic Solute Transporter alpha/beta ; Fxr : Farnesoid X

Receptor ; Shp : Small Heterodimer Partner ; Fgf15 : Fibroblast Growth Factor 1

Page | 169



Résultats expérimentaux — article scientifique

Page | 170



Figure 3.

A

-
{} spticawrerre

{1} sptlc2eneere

Résultats expérimentaux — article scientifique

B. (O Sptlc2wHer HF C.

@ spticatHer HF

Sptlc2¥THer RC I:l Sptlc2WTHer HF
Sptlc2tH=rRC - Sptlc2tHer HF

400 o il
350 = 50 40000+
— ,g’ 300 *kk - *hk*
g ool : ﬁ :
E = 250 S 300004
o 201 ¢ Et 8 ]
2 00l ‘-“%::._DH_ g 200 E o
2 e R o 2 150 £ 20000
5 1504 R B o 3 s °00°
2 100 00
S 1000 @ 2 100001 o®
50- 50
0 . . . . . N— . 0 T ; ; y y y " " o
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Time (mn) Time {mn})
D D- Sptlc2WTHer RC E. ‘O Sptlc2WmHer HF F - Sptlc2WTer RC |:| Sptlc2WiHee HF
. D Sptlc2tHee RC '.' Sptlc2tH=r HF . Sptlc2=rRC . Sptlc2tHer HF
2504
2504 KEK KKK ke dedek
* 15000
= 2004 k%% ... | yrmmmmmees
5 200 EGD ] *kk e
& g PN g E -
E P L N o 1501 . 10000 oo
o 150{ E ........... . = o
@ o E [} — _H_
2 ; E e
E EL = 100 = = . %o
™ 100 'g 3 .................
s 2 2 5000 (s o5
@ 2 5 o 00
m 50 ................. .‘
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 4 Timﬁeo {mn§5 80 105 120
Time (mn)
( H Sptlc2WTHeP RC |:| Sptlc2™™e=r HF
WTHe -
G. {3 spticomesrc o O sptlc2 e . spticomsere  [H Sptlc2: HF
D’ Sptlc2th=rRC @ sptic2= ekk
250 300- .
*% *Ekx
* 250 ke 15000 *kk
— 2004 ,@""'D--__ = ®kx 900
i) 4. I=2 *kk :
> g_,,-ﬂ-----g__ £ 200 5 .
E ing [t o S - = 10000 oo : g
@ 1501 R = S = g
& | = R 8 1501 E
4] ; Qs = Sgo .
3 00H > g g
! 2 1007 =
T 2 © 5000 =}
=} =l 5 =
o m <
504 504
0 . . . . . . . . 0 . . . . . . . . 0
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Time (mn}) Time {mn)
J.
Sptlc2"THer RC
400 2h post stimulation Sptlc2tHerRC 3h post stimulation
i ’ o
2 £
& 300 g I
s a 300
g 5
[=1]
= 2004 E
= I 2004
'3‘ =
s @
g 100 § 1004
S o
0- 0
Pyruvate + Lactate - + + Pyruvate + Lactate - + +
cAMP - - + cAMP - - +



Résultats expérimentaux — article scientifique

Figure 3.

I:l Sptlc2WTHer HF

[] spticz#mee r
20- . Sptlc2tHer HF L

HAH
(=} ® 100 - SPIF'CZ *FHF 0.4

S

1.54 ** %%k

° 80

03 i—
1

o
o *%
0g0 =) E &0 4
o ...
°® o .0 40
0.5 o )
20
G

Gﬁ;;ase Pepck P

Relative expression
(fold change relative to control)
bl

G6Pase specific activity
GEP (ug/g of liver)

Sptlc2Wiee RC [ sptlcawmeenr
Sptlc2tHer RC - Sptlc2tHee HF

b

<

M [ sptlczwmes r
L ]

[ setlczer=e HF 20 o
.
o
15, B %
=
o =4 —_
- 5 c
s = =
T - ° o 3
. = g
°c E) @©
se * E £
= = a
32 3 o O o o
2E = i
=] 8 :
=] 5 .
° =
0

Fed Sh fasted

0. {} spticzvmesre
2l

{} Sptic2?verRC

©

(> Sptle2Wmer HF

. @ Sptle2tter HF
200 250
m,
5 N = 200
=4 15{]:]‘ lii IR 3 *%
£ e g E
w N = I i w
8 100 % 3
2 o L 2
o o 100
3 o e 3
& 5 o4 g
0 ‘ y p T 0
0 15 30 45 60 75 80 105 120 0 15 30 45 6 75 90 105 120
Time (mn) Time {mn)
Sptic2*™er RC [] spticawmesHF
Sptlc24+=F RC . Sptlc2tHer HF
= 5000
= __ 50004
E 0 “ 3
L)
[ = =]
E 0
5 E
g 5000 S 5000
< § -Ul0q o
% -10000
B 8 10000
E g Q00 *9
— -15000 T £ o .
15000 .
Q' [] sptlczmes e -Nacl [] setlc2"™e HF ~Insulin 1001
|:| Sptle258 HF - NaCl - Sptle2%#=® HF - Insuin 10U
sk
* 20 FTTTTTTTTTTS
e : .
e N s e 5
= i = = H
£ ° 5 E E ;
z H . g :
ES d - E 2 i
a T T == .
' I | °
Liver Adipose Tissue Muscle



Résultats expérimentaux — article scientifique

Figure 3. Genetic deletion of Sptlc2 impairs hepatic glucose production and storage in

insulin independent way.

(A-B) Oral glucose tolerance test (OGTT) at 2g/kg performed in RC or HFD mice overnight
fasted. (C) Respective areas under the curve for the OGTT in RC or HFD mice. (D-E) Pyruvate
tolerance test (PTT) at 2g/kg performed in RC or HFD mice overnight fasted. (F) Respective
areas under the curve for the PTT performed in RC or HFD mice. (G-H) Glycerol tolerance test
(GlyTT) at 1g/kg performed in RC mice or HFD mice overnight fasted. (I) Respective areas
under the curve for the GIyTT in RC or HFD mice. (J) Glucose concentration measured in
primary hepatocytes medium after stimulation with pyruvate, lactate and cAMP. Primary
hepatocytes were isolated from 45-day-old RC mice. (K) Relative expression of main enzymes
involved in gluconeogenesis in liver of HFD mice (G6pase, Pepck, Pc). (L) Glucose-6-
phosphatase specific activity and glucose-6-phosphate content in liver of HFD mice. (M)
Glycogen content in liver of HFD mice at fed or 5h fasted state. (N) Plasma insulin secretion
during OGTT test of RC or HFD mice. (O) Insulin tolorance test (ITT) at 0,25 Ul/kg and inverse
areas under the curve performed in RC mice. (P) Insulin tolorance test (ITT) at 0,5 Ul/kg and
inverse areas under the curve performed in RC mice. (Q) Ratio Phosphorylated Akt
(Serd473)/Akt measured in cells lysates from liver, adipose tissue or muscle (extensor digitorum
longus) of HFD mice stimulated with insulin (10 Ul/kg) 30 mn before tissues collection. Data

are expressed relative to insulin response.

Analysis were performed in 45 day-old mice (for primary hepatocytes collection) or 4 month-
old mice and HFD mice were fed with HFD for 2 months starting at 2 month-old ; n = 3 -10
mice per groups ; error bars represents SEM ; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 via Mann-
Whitney U test, Student’'s t when appropriate or two-way ANOVA followed by two-by-two

comparisons using Bonferroni’s post hoc test.

RC : Regular Chow ; HFD : High Fat Diet; cAMPc: cyclic Adenosine MonoPhosphate ; G6pase :
Glucose-6-Phosphatase ; Pepck : Phosphoenolpyruvate carboxykinase ; Pc : Pyruvate Carboxylase ;
G6P : Glucose-6-Phosphate
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Figure 4.
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Figure 4. Measurement of biological parameters associated with liver damage, liver

fibrosis, inflammation and apoptosis.

(A) Representative images of H&E and sirius red staining. Images were taken in liver section
from 20 day-old RC mice, 45 day-old RC mice, 4 month-old RC mice and 4 month-old HFD
mice. (B) Ratio liver weight to body weight. (C) Tryglicerides content in liver of HFD mice. (D)
Representative images from immunohistochemical staining for Ly6g/GR1 in liver sections from
RC mice (3 month-old). (E) mRNA levels of TNFa, TNF-R1, 1I-6, 1I-10 and Interferon y in liver,
data are expressed in fold change relative to control. (F) Western blot analyses and
guantification of cleaved caspase 3 and CYCLO a in total protein extracted from liver. (G)
mMRNA levels of Bad, Bim, Bax and Bcl-2 in liver, data are expressed in fold change relative to
control. (H) Representative images from immunohistochemical staining for the marker of
proliferation, Ki67, in liver sections from RC mice (3 month-old). Expect for the
immunhistochemical staining, analysis were performed in 4 month-old mice and HFD mice
were fed with HFD for 2 months starting at 2 month-old ; n = 4 -10 mice per groups ; error bars
represents SEM ; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 via Mann-Whitney U test, Student’s t when
appropriate or two-way ANOVA followed by two-by-two comparisons using Bonferroni’'s post
hoc test.

HFD : High Fat Diet ; Ly6g : Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D ; TNFa : Tumor Necrosis Factor
alpha ; TNF-R1 : Tumor Necrosis Factor Receptor 1; 1I-6 : Interleukin 6 ; 1I-10 : Interleukin 10 ; Bad :
Bcl-2-associated death promoter ; Bim : Bcl-2-like protein 11 ; Bax : Bcl-2-associated X protein ; Bcl-
2 : B-cell lymphoma 2.
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Sptlc2 WTHep HE  Sptlc2 AHer HF p-value
(Mann-Whitney U test)
Albumin (g/L) 28.3+£0.4189 27.3+£0.5795 0.243

ALAT (U/L) 47.6 £ 8.165 167.9 +11.99 0,00002 ***
ASAT (U/L) 140.7 £ 26.59 323.5+£49.09 0.00001***

Direct Bilirubin (umol/L) 0.6 £ 0.1017 15.5 £ 3.929 0,0003 ***

Alkalin Phosphatase 42.1+ 3.247 469.1+ 57.53 0,0003 ***

(U/L)

Table 1. Plasma marker of hepatic cholestasis and liver injury in Sptlc2 W™e HF and
Sptlc2 AHep HF. Analysis were performed in 4 months-old mice and HFD mice were fed with

HFD for 2 months starting at 2 months-old ; values are means + SEM ; n = 6 mice per groups.

Page | 176



6. Supplementary data

Résultats expérimentaux — article scientifique

Sphingolipid species

Cone/collision (V)

MRM transition (m/z)

S1P (18:1) 28/14 380.2 — 264.3
S1P (17:1),1S 28/14 366.2 — 250.3
Cer (d18:1/16:0) 28/26 538.5 — 264.3
Cer (d18:1/18:0) 30/26 566.5 — 264.3
Cer (d18:1/20:0) 28/26 594.3 — 264.3
Cer (d18:1/22:0) 30/30 622.6 — 264.3
Cer (d18:1/24:1) 28/30 648.6 — 264.3
Cer (d18:1/24:0) 34/26 650.6 — 264.3
HexoCer (d18:1/16:0) 26/38 700.5 — 264.3
HexoCer (d18:1/24:1) 26/40 810.7 — 264.3
HexoCer (d18:1/24:0) 26/40 812.8 — 264.3
LactoCer (d18:1/16:0) 30/44 862.6 — 264.3
LactoCer (d18:1/24:1) 32/50 972.7 — 264.3
LactoCer (d18:1/24:0) 36/50 974.7 — 264.3
Cer (d18:1/17:0), IS 28/28 552.5 — 264.3
SM (d18:1/16:0) 58/26 703.6 — 184.1
SM (d18:1/18:0) 58/32 731.5 — 184.1
SM (d18:1/20:0) 46/26 759.7 — 184.1
SM (d18:1/22:0) 40/30 787.7 — 184.1
SM (d18:1/24:1) 38/30 813.7 — 184.1
SM (d18:1/24:0) 36/30 815.7 — 184.1
SM (d18:1/17:0), IS 56/30 717.6 — 184.1

IS, internal standard

Supplementary Table 1. Multiple reaction monitoring (MRM) transitions used for LC-MS/MS

detection.
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Gene Forward primer Reverse primer

3kdsr GGACTGTTTGGTTTCACGGCCTAC | CTCCAGGGGCTTCGTTTTGTT
18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG
Asbt GACTCGGGAACGATTGTGAT GGTTCAATGATCCAGGCACT
aSmase AACTCTGAGCCGACCACTAGCT GTCCAGGACCACATGAGAGCTT
Bad TTCCAGATCCCAGAGTTTGAGCC CTGTAGCACTAGCGTCTTCC

Bax CACCAAGAAGCTGAGCGAGT CCCCAGTTGAAGTTGCCATCA
Bcl-2 TACGGATCCATGCCTGCGCTCCA GGGTCCTCACACTCCGGCTTC
Bim CGACAGTCTCAGGAGGAACC CCTTCTCCATACCAGACGGA
Bsep AGCAGGCTCAGCTGCATGAC AATGGCCCGAGCAATAGCAA
CerS2 AAGTGGGAAACGGAGTAGCG ACAGGCAGCCATAGTCGTTC
CerS4 GGATTAGCTGATCTCCGCAC CCAGTATGTCTCCTGCCACA
CerS5 CTTCTCCGTGAGGATGCTGT GTGTCATTGGGTTCCACCTT
CerS6 AAGCCAATGGACCACAAACT TGCTTGGAGAGCCCTTCTAAT
Chop ATCTTGAGCCTAACACGTCGAT ACCTCCTGCAGATCCTCATACCAG
Cyclo-a GCCGGAAGTCGACAATGATG GCCGGAAGTCGACAATGATG
Cyp7al AACAACCTGCCAGTACTAGATAGC | GTGTAGAGTGAAGTCCTCCTTAGC
Cyp8bl GCCCACAGCCTTCAAGTATG CGACCAGCTTGAAGTCGAAG
Cyp2c70 TGGCTTTCTCAGCAGGAAGAA AACTGGCTTGGTGTCGATGT
Cyp27al CCTCACCTATGGGATCTTCATC TTTAAGGCATCCGTGTAGAGC
Degsl AATGGGTCTACACGGACCAG TGGTCAGGTTTCATCAAGGAC
Fas GCTGCTGTTGGAAGTCAGC AGTGTTCGTTCCTCGGAGTG
Fgfl5 ACGGGCTGATTCGCTACTC TGTAGCCTAAACAGTCCATTTCCT
Fxr GCACGCTGATCAGACAGCTA CAGGAGGGTCTGTTGGTCTG
Gb6pase CCGGATCTACCTTGCTGCTC TTGTAGATGCCCCGGATGTG
Gpr78 CTTCCTGCTCTCCTTCATCGTGCT ACGCTGTCGCCTCCGCTTC

I1-6 GAGACTTCCATCCAGTTGCC AAGTAGGGAAGGCCGTGGTT

I1-10

CGGGAAGACAATAACTGCACCC

CGGTTAGCAGTATGTTGTCCAGC

Interferon Y’ CTTCTCCTCCTGCGGCCTA TTCTTCCACATCTATGCCACT
nSmasel ACCTAAGGCAAAGGCTATCGCTCA | AGCAGCCCCACAGACTTCC
nSmase2 CCAATGGGTGCAGCTTCG AACAATTCTTTGGTCCTGAGGTG
nSmase3 ACCTGGCCCTCAATCCATTTG ATAGGCACAGTCCGAAGTACG
Ntcp GCATGATGCCACTCCTCTTATAC TACATAGTGTGGCCTTTTGGACT
Osta AATTACAGCATCTCCCCTGC GGTCAAGATGATGGTGAGGG
Ostp AGAGAAAGCTGCAGCCAATG CCAGGACCAGGATGGAATAA

Pc ATTCAAAGACTTCACGGCTACCTT | ATCGAAGCTGCCCATTGAGT
Pepck ATCTTTGGTGGCCGTAGACCT CCGAAGTTGTAGCCGAAGAA
Ppara GTACCACTACGGAGTTC GAATAGTTCGCCGAAAG
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Gene Forward primer Reverse primer

Scdl TTCCCTCCTGCAAGCTCTAC CAGAGCGCTGGTCATGTAGT
Shp GTACCTGAAGGGCACGATCC GTGAAGTCTTGGAGCCCTGGT
Smsl TCAGCAAGCGTACCTGAGAA ATGTAGCTGTCCAGGGTTCC
Sptlcl CGAGGGTTCTATGGCACATT GGTGGAGAAGCCATACGAGT
Sptlc2 GGATACATCGGAGGCAAGAA ACCTGGTGTTCTCAGCCAAC
TBP GGGGAGCTGTGATGTGAAGT CCAGGAAATAATTCTGGCTCA
TNF-R1 GCGATAAAGCCACACCCACAACC | ACATCTCCCTGCCACTCACAAG
TNFa AGCACAGAAAGCATGATCCG ACCCCGAAGTTCAGTAGACAG

Supplementary Table 2. Gene expression analyzed by RT-qPCR and primer sequences.
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6.2 Supplementary results

Figure S1.
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of sphingolipids (nmolfg)
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Figure S1. (A) Schematic representation of breeding leading to Sptlc22"¢P mice. (B) Relative
expression of Sptlc2 in liver of Sptlc22HP mice and their control upon RC or HFD. (C) Relative
expression of gene involved in de novo ceramides synthesis (Sptlcl, Sptlc2 , 3kdsr, Desgl,
CerS2, CerS4, CerS5, CerS6). (D-E) Quantification of ceramide and sphingomyelin species in
liver of regular chow (RC) mice and high fat diet (HFD) mice. (F-G) Quantification of
sphingolipids content and ceramides species in primary hepatocytes from Sptlc2"™eP and
Sptlc22"eP mice upon RC (45 day-old) (H) Ceramides partitioning according to acyl-chain lenght
in in primary hepatocytes from Sptlc2W™eP and Sptlc22eP mice upon RC (45 day-old).

n =4 — 7 mice per group ; error bars represents SEM ; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 via
Mann-Whitney U test or Student’s t when appropriate.

RC : Regular Chow ; HFD : High Fat Diet ; Sptlc2 : Serine Palmitoyltransferase long chain 2 ; nSMase
2 : neutral Sphingomyelinase 2; Sptlcl: Serine Palmitoyltransferase long chain 1; 3kdsr: 3-
Dehydrosphinganine Reductase ; Degsl: Delta-4-Desaturase Sphingolipid 1; CerS2: Ceramide
Synthase 2; CerS4: Ceramide Synthase 4 ; CerS5: Ceramide Synthase 5; CerS6: Ceramide
Synthase 6.

Page | 181



Résultats expérimentaux — article scientifique

Page | 182



Résultats expérimentaux — article scientifique
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Figure S2. (A-B) Plasma sphingolipids level from regular chow (RC) mice and high fat diet
(HFD) mice. (C-D) Plasma ceramides partitioning according to acyl-chain lenght from RC mice
and HFD mice. (E-F) Plasma ratio ceramide : sphingomyelin in RC mice and HFD mice.
Analysis were performed in 4 month-old mice and HFD mice were fed with HFD for 2 months
starting at 2 month-old ; error bars represents SEM ; n = 3 -10 mice per groups ; *p < 0.05, **p
< 0.01, **p < 0.001 via Mann-Whitney U test. RC : Regular Chow ; HFD : High Fat Diet or
Student’s t when appropriate.

Cer : ceramide ; HexoCer : Hexosylceramide ; LactoCer : Lactosylceramide ; S1P : Sphingosin-1-
phosphate ; SM : Sphingomyelin.
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Figure S3.
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Figure S3. (A) Total bile acid content (uM) in gallbladder, intestin and plasma of RC mice (4
month-old). (B) Bile acids partitioning (CA : Cholic acid ; CDCA : Chenodeoxycholic acid ; B-
MCA : beta — Murocholic and secondary bile acids) in gallbalder, liver, ileum, plasma and feces
of HFD mutant and control mice. (C) Muricholic acid concentration in liver and iileum. (D)
Hydrophobicity index of bile pool contained in liver, gallbalder, intestine, plasma and feces of
RC Sptlc2VT™er and Sptlc22HeP mice. Analysis were performed in 4 month-old mice ; error bars
represents SEM ; n = 3 -10 mice per groups ; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 via Mann-
Whitney U test or Student’s t when appropriate.

RC : Regular Chow ; HFD : High Fat Diet ; CA : Cholic acid ; CDCA : Chenodeoxycholic acid ; B-MCA :

beta — Murocholic acid.
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Figure S4
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Figure S4. (A-B) Time course of glycemia measurement during a 24h fast performed in RC or HFD
mice. (C) Glutamine tolerance test (GIuTT) at 2g/kg performed in overnight fasted HFD mice. (D)
Relative expression of genes involved in lipid metabolism, de novo lipogenesis (Fas, scd1) or B-

oxydation (Ppara) in liver of HFD mice. (E) Plasma ketone bodies measured in 24h fasted HFD mice

Analysis were performed in 4 month-old mice and HFD mice were fed with HFD for 2 months
starting at 2 month-old ; error bars represents SEM ; n = 3 -10 mice per groups ; *p < 0.05, **p
<0.01, **p < 0.001 via Mann-Whitney U test, Student’s t when appropriate or two-way ANOVA
followed by two-by-two comparisons using Bonferroni’s post hoc test.

RC : Regular Chow ; HFD : High Fat Diet ; Fas : Fatty Acid Synthase ; Scd1 : Stearyl CoA Desaturase
1; Ppara : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha.
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Sptlc2 WTHer HF Sptlc2 AHep HF p-value

Chol (mmol/L) 5.059 +0.4349 12.18 *-1.622 0.00156**
HDL (mmol/L) 3.324 + 0.2895 0.8338 *.0.1124 1.24 x 10-6***
NEFA (mmol/L) 1.0+ 0.1694 0.7263 *.0.2541 1.45 x 10-5***

Table 2. Measurement of plasma cholesterol, High density lipoprotein (HDL) and non esterified
fatty acid (NEFA) in Sptlc2 WTHeP HF and Sptlc2 AHer HF,

Analysis were performed in 4 month-old mice and HFD mice were fed with HFD for 2 months starting at
2 month-old ; values are means + SEM ; n = 6 mice per groups ; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 via

Mann-Whitney U test.

Figure S5.
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Figure S5. (A-B) mRNA levels of Gpr78 and Chop in RC or HFD mice. Data are expressed
relative to control mice. Analysis were performed in 4 month-old mice and HFD mice were fed
with HED for 2 months starting at 2 month-old ; error bars represents SEM ; n = 5 - 8 mice per
groups ; *p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001 via Mann-Whitney U test or Student’s t when

appropriate.

RC : Regular Chow ; HFD : High Fat Diet; Gpr78 : G-protein coupled Receptor 78 ; Chop : C/EBP

Homologous Protein.
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Résultats complémentaires

Dans la premiére partie de cette étude, nous avons caractérisé le phénotype des souris
Sptlc22"er, Dans un second temps, nous avons exploré les mécanismes pouvant conduire a
I'établissement de ce phénotype, notamment via des approches pharmacologiques (traitement
avec des agonistes de FXR ou inhibiteurs de la nSMase2) ou via la supplémentation en
sphingomyéline. Par ailleurs, je présenterais également ici des données n’apparaissant pas
dans l'article mais dont les résultats me permettront d’affiner mes hypothéses dans la

discussion générale de I'étude.

1. Effet de la délétion hépatique de Sptlc2 sur le métabolisme des
sphingolipides dans le tissu adipeux blanc épididymaire

Nous avons mis en évidence, chez les souris Sptlc22Her sous régime gras, une augmentation de
la concentration hépatique des céramides malgré la diminution de I'expression de Sptlc2
(Article Figurel.). Le foie a la possibilité de capter des lipides dans la circulation périphérique,
ainsi, un apport en sphingolipides pourrait étre réalisé par un autre tissu. Le tissu adipeux est
'un des principaux producteurs de lipides dans l'organisme et, de ce fait, nous avons
investigué le métabolisme des sphingolipides dans le tissu adipeux blanc épididymaire des

Souris Sptlc2WTHep et Sptlc24Hep

L’analyse de la concentration en sphingolipides dans le tissu adipeux, réalisée par
chromatographie en phase lique - spectrométrie de masse (LC-MS) n’a pas montré de
différences significatives entre les souris Sptlc22Her et les souris témoins (Figure 25.A et 25.B).
Le ratio céramide/sphingomyéline ne semble pas modifié, tout comme la distribution des
différentes espéces de céramides au sein du pool des céramides présents dans le tissu
adipeux blanc (Figure 25.C-F). De plus, nous avons mesuré par RT-qPCR (real time
guantitative polymerase chain reaction) I'expression de différentes enzymes impliquées dans
la formation de céramides, que ce soit dans la voie de synthése de novo (Sptlcl, Sptlc2, 3kdsr,
Degsl, CerS2, CerS4, CerS5 et CerS6) ou la voie de la sphingomyélinease (aSmase,
nSmasel, nSmase2) (Figure 25.G). La délétion de Sptlc2 dans les hépatocytes n’induit pas
de modification de I'expression de ces enzymes. Ces résultats nous permettent ainsi d’exclure
un potentiel dialogue entre le foie et le tissu adipeux blanc épididymaire quant a la synthése

et au métabolisme des sphingolipides, dans notre modéle d’étude.
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Figure 25. Analyse lipidomique des sphingolipides dans le tissu adipeux blanc (épididymaire)
des souris Sptlc2VTHer et Sptlc2AHer,

(A-B) Concentration en nmol/g de différents sphingolipides (céramide, hexocéramide, lactosylcéramide
et sphingomyéline) dans le tissu adipeux blanc épididymaire (TABE) chez les souris sous régime
standard (RC: Regular Chow) (A) ou hyper lipidique (HF: High Fat). (C-D) Ratio
céramide/sphingomyéline en fonction de la longueur de la chaine acylée et du nombre d’insaturation.
(E-F) Distribution représentative des différentes espéces de céramides qui composent le pool de
céramides total chez les souris KD et témoins, sous RC ou HF. (G) Expression relative (exprimée par
rapport au témoin) de différents genes impliqués dans la synthése des céramides (synthése de novo
ou voie de la sphingomyélinase) dans le TABE chez les souris HF. Les valeurs ont été normalisées
avec I'expression du Thp (TATA-binding protein).

Les analyses ont été réalisées sur des souris sous régime standard ou hyperlipidique de 120 jours (4
mois). Les valeurs sont les moyennes + SEM ; n= 6-10 souris par groupe ; les résultats des tests
statistiques sont indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 grace au Mann-Whitney U
test.

TABE : tissu adipeux blanc épididymaire. RC: Regular Chow; HFD: High Fat Diet; Sptlcl: Serine
Palmitoyltransferase long chain 1; Sptlc2: Serine Palmitoyltransferase long chain 2; 3kdsr: 3-
Dehydrosphinganine Reductase ; Degsl : Delta-4-Desaturase Sphingolipid 1 ; CerS2: Ceramide Synthase 2 ;
CerS4 : Ceramide Synthase 4 ; CerS5 : Ceramide Synthase 5 ; CerS6 : Ceramide Synthase 6 ; aSMase : acide
sphingomyelinase ; nSMasel : neutral sphingomyelinase 1 ; nSMase2 : neutral sphingomyelinase 2

Page | 193



Figure 26. Résultats expérimentaux — résultats complémentaires
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Figure 26. Mesure des sphingolipides sur hépatocytes primaires traités ou non au GW4869.

Analyse des concentrations en sphingolipides dans des hépatocytes primaires des souris Sptlc2WTHep
et Sptlc22Her traités avec un inhibiteur pharmacologique de la nSMase2 (GW4869) a 10mM pendant 4h.
(A-B) Concentration en pmol/mg de protéines de différents sphingolipides (céramide, hexocéramide,
lactocéramides et sphingomyéline) et de différentes espéces de céramides, en fonction de la longueur
de leur chaine acylée et du nombre d’insaturation, dans les hépatocytes primaires de souris Sptlc2WTHep
ou témoins sous régime standard (RC : Regular Chow). (C) Ratio céramide/sphingomyéline dans les
hépatocytes isolés des souris Sptlc2WTHep et Sptlc22Her, traitées ou non au GW4869, en fonction de la

longueur de la chaine acylée et du nombre d’'insaturation.

Les analyses ont été réalisées sur des souris sous régime standard de 45 jours. Les valeurs sont les
moyennes + SEM ; n= 4 souris par groupe ; les résultats des tests statistiques sont indiqués comme
suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 grace au Mann-Whitney U test.

RC : regular chow ; veh : vehicle
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2. Effet d’un traitement avec un inhibiteur de la sphingomyélinase neutre 2
(GW4869) sur la composition en céramides

Nous avons mis en évidence une augmentation a la fois de I'expression et du contenu en
protéine de la nSMase2 (Article Figure 1.) dans le foie suggérant une compensation de la
synthése des céramides via I'activation de la voie de la SMase. Afin de valider cette hypothése
nous avons traités des hépatocytes primaires issus de souris Sptlc2"W™eP et Sptlc22HeP avec un
inhibiteur de la nSMase2 (GW4869).

Les hépatocytes des souris Sptic22HeP et Sptlc2V TP ont été isolés puis, 24h aprés l'isolement,
traités avec un inhibiteur de la nSMase2, le GW4869 (Sigma, n° catalogue D1692) a 10mM
pendant 4h ou avec le solvant (DMSO 0,1%). Les concentrations de différentes especes de
sphingolipides et céramides (exprimées par mg de protéines) ont été mesurées par LC-MS
(Figure 26.A et 26.B). Les résultats de ces analyses restent trés hétérogénes et il est donc
difficile de conclure quant a I'effet du GW4869 sur la concentration des différentes espéces de
céramides. D’une part, on retrouve un profil similaire a celui retrouvé dans les hépatocytes
isolés des souris KD et témoins (Article supplementary Figure 1.F et 1.G.), avec une
augmentation des céramides C16:0 mais une diminution des céramides C22:0 et C24.0.
D’autre part, la concentration en céramides C16:0 semble |égérement réduite chez les souris
KD traitées au GW4869 par rapport aux souris KD non traitées. De plus, on observe également
une tendance a la diminution du ratio céramide / sphingomyéline chez les souris Sptlc22Hep
traitées (Figure 26.C). Cependant, ces résultats ne sont pas statistiquement différents et ne
permettent donc pas de conclure quant a l'effet du GW4869 sur la concentration en
sphingolipides dans les hépatocytes isolés et en particulier sur la concentration en
sphingomyélines et en céramides. Un traitement a une concentration en GW4869 plus élevée
sur une durée plus longue, additionné d’'une supplémentation en sphingomyéline afin de
stimuler son hydrolyse, pourrait permettre de voir un effet de I'inhibition de la nSMase2 sur la

synthése des céramides a partir de sphingomyéline.
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3. Réle de FXR sur la production hépatique de glucose : approche par des

traitements pharmacologiques (agonistes de FXR)

Dans les résultats précédents (Article Figure 2.), nous avons mis en évidence une modification
du pool d’acides biliaires chez les souris Sptlc22"eP, alors antagoniste du récepteur nucléaire
FXR dans l'iléon et le foie. Outre son rble dans la régulation de la synthése des AB via
notamment son action sur Cyp7al, FXR a également une action sur la néoglucogenese
(NGG). Cependant, de nombreuses études présentent des résultats contradictoires quant a
une action inhibitrice ou activatrice de FXR sur la NGG et son action semble dépendre du
modéle étudié et du statut métabolique et nutritionnel. Dans notre modéle d’étude, nous avons
questionné I'implication de l'inhibition de FXR sur la diminution de la production hépatique de
glucose observée chez les souris Sptlc22"eP (Article Figure 3.). Pour ce faire, les souris KD et
les souris témoins sous régime HF (1 mois) ont été traitées avec un agoniste de FXR intestinal
(la fexaramine, Sigma n° catalogue SML1390) ou un agoniste de FXR intestinal et hépatique
(GW4064, Sigma n° catalogue G5172). Un test de tolérance au pyruvate et au glycérol a été
effectué avant et apres les différents traitements. Les souris Sptlc22"e et leurs témoins ont été
traitées a la fexaramine (15mg/kg par voie orale pendant 21 jours) ou au GW4064 (120 mg/kg
par voie intrapéritonéale (i.p) ou par voie orale a 120 mg/kg en deux doses, I'une la veille du
test et 'autre 5h avant le test) ou uniquement avec le solvant (huile de mais + DMSO 0,5%
par voie orale ou DMSO 5% en i.p). Etant donné le colt en nombre d’animaux et produits
pharmacologiques, ces expériences ont été conduites sur un petit nombre d’animaux, dans un
premier temps. En fonction des résultats de I'étude, les expériences ont été ensuite reproduites

ou non sur un plus grand nombre d’animaux.

L’induction de la néoglucogenése par une injection de pyruvate (PTT & 2g/kg) ou glycérol
(GIyTT a 1g/kg) semble moins efficace chez les Sptlc2"™¢ comparée aux témoins. En effet
augmentation de la glycémie est moins importante dans les 120 mn suivant ces injections
(environ 71% d’augmentation 15 mn aprés l'injection chez les souris témoins et seulement
50% d’augmentation chez les souris KD) (Figure 27.A-D). Ces résultats ne sont cependant
pas significativement différents en raison du nombre réduit d’animaux utilisé pour cette étude.
Aprés 3 semaines de traitement a la fexaramine (15mg/kg/j), on observe aucune différence
quant a I'évolution de la glycémie au cours du PTT et GIyTT entre les souris traitées ou non
traitées (KD et témoins) (Figure 27.E et 27.F). Afin de vérifier I'effet du traitement sur la voie
FXR, nous avons mesuré par RT-gPCR I'expression de Fgfl5 qui est un géne cible du FXR
intestinal. La fexaramine induit bien I'expression de Fgfl5 chez les souris témoins puisqu’on

détecte 10 fois plus dARNm Fgfl5 dans l'iléon des souris témoins traitées a la fexaramine,
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mais cet effet n‘est pas retrouvé chez les souris Sptlc22HeP (Figure 27.G). Il est donc
intéressant de constater que la fexaramine n‘a pas d’effet sur la voie FXR chez les souris KD.
Dans les résultats précédents, nous avons mis en évidence un défaut d’absorption des lipides
chez les souris Sptlc2V™ep (Article Figure 2.), or la fexaramine est un composé hydrophobe
re-suspendu dans I'huile de mais. Une moindre absorption de ce produit chez les souris KD
pourrait ainsi expliquer les résultats obtenus. Un traitement plus concentré en fexaramine a
50mg/kg/j, comme utilisé au cours de I'étude menée par Liu et ses collegues pourrait conduire
a 'induction de la voie FXR dans l'intestin chez les souris Sptlc22HP (Liu et al., 2018). Etant
donné le colt de cette molécule, nous avons choisis d’utiliser un agoniste hépatique et

intestinal de FXR, le GW4064 et de traiter les souris par voie intrapéritonéale (i.p).
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Figure 27. Effet d’un traitement a la fexaramine sur la production hépatique de glucose.
Effet d’'une supplémentation chronique en fexaramine (agoniste du récepteur nucléaire FXR intestinal)
par voie orale a 15mg/kg/jour pendant 3 semaines chez des souris HF (1 mois) Sptlc2WTHep et Sptlc22Hep,

(A-B) Test de tolérance au pyruvate (PTT) a 2g/kg et aire sous la courbe avant le début du traitement
aprées 1 mois de régime hyperlipidique. (C-D) Test de tolérance au glycérol (GlyTT) a 1g/kg et aire sous
la courbe avant le début du traitement aprés 1 mois de régime hyperlipidique. (E) Test de tolérance au
pyruvate (PTT) a 2g/kg aprés traitement a la fexaramine (15 mg/kg/j) ou solvant (huile de mais, DMSO
0,5%). (F) Test de tolérance au glycérol (GlyTT) a 1g/kg aprés traitement a la fexaramine (15 mg/kg/j)
ou solvant (huile de mais, DMSO 0,5%). (G) Expression relative (exprimée par rapport au témoin non

traité) de Fgfl5 dans I'iléon. Les valeurs ont été normalisées avec I'expression du 18S.

Les souris ont été mises sous HF a 2 mois et les premiers tests ont été effectués apres 1 mois de HF.
Les valeurs sont les moyennes + SEM ; n= 2-4 souris par groupe ; les résultats des tests statistiques
sont indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 comparé au témoin non traité, grace au
Mann-Whitney U test ou Anova a deux facteurs suivies de comparaison multiples (test post-hoc) avec

correction Bonferroni.

HF : High Fat diet ; FgF15 : Fibroblast Growth Factor ; veh : vehicle
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Aprés une injection de glycérol (1g/kg) ou pyruvate (2g/kg), la glycémie des souris Sptlc22Her
augmente significativement moins au cours du temps, par rapport aux souris témoins. Comme
montré précédemment (Article Figure 3.) les souris Sptlc22"¢? nourries avec un régime HF
présentent un défaut de production hépatique de glucose, a partir de glycérol et de pyruvate
(Figure 28.A-D).

Une semaine aprés les premiers tests, les souris Sptlc22HeP et Sptlc2WTHer ont été
respectivement divisées en deux groupes : traitées au GW4064 ou avec le solvant (sérum
physiologique, DMSO 5%). La veille du test, une injection de GW4064 a 60mg/kg (ou solvant)
a été réalisée chez ces souris qui ont ensuite été mises a jeun toute la nuit (16 heures). Cing
heures avant le début du test, les souris ont recu une seconde injection & 60mg/kg. Le
traitement a été réalisé en deux doses afin de maximiser I'induction de I'expression des génes
cibles de FXR et potentiellement leurs effets a court ou plus long terme sur la voie de la
néoglucogenése. Comme indiqué sur la figure 28.E et 28.F, chez les souris KD, le traitement
au GW4064 semble diminuer d’'une part la glycémie apres 16h de jelne et d’autre part
perturber davantage la production hépatique de glucose a partir du pyruvate. En effet, aprés
injection de pyruvate, la glycémie des souris KD traitée au GW4064 n’augmente pas et 'aire
sous la courbe calculée a partir de I'évolution de la glycémie au cours du PTT est
significativement diminuée chez les souris KD traitées par rapport aux souris KD non traitées.
Ces résultats suggeérent donc que l'induction de la voie FXR n’aurait pas d’effet sur la NGG et
d’autre part, I'effet antagoniste de FXR du pool d’AB que I'on observe chez les souris KD serait
protecteur pour le maintien d’'une glycémie normale. Chez les souris témoins, le GW4064 n’'a
pas d’effet sur la NGG induite par une injection de pyruvate (2g/kg) puisque les aires sous la
courbe, calculées a partir du PTT ne sont pas significativement différentes entre les souris
témoins traitées et non traitées. Cependant, nous n’avons pas contrélé I'induction de la voie
FXR apres traitement au GW4064 par RT-qPCR. En effet, le traitement par injection i.p
contenant 5% de DMSO a causé une perte de poids importante chez les souris et nous avons

préféré les exclure de I'étude.

Etant donné que le GW4064 ne peut étre re-suspendu dans une quantité minime de DMSO,
trés toxique, nous avons de nouveau opté pour un traitement par voie orale qui nous permet
d'utiliser I'huile de mais comme solvant. De la méme maniere que pour le traitement par voie
i.p, les souris ont regu une dose importante de GW4064 (60mg/kg x 2) la veille et cinqg heures

avant le début du test (voir Figure 29.).
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Figure 28. Effet d’un traitement au GW4064 (voie i.p) sur la production hépatique de glucose.
Effet d’'une supplémentation aigué en GW4064 (agoniste du récepteur nucléaire FXR) par injection
intrapéritonéale (i.p) a 60mg/kg (2 doses) chez des souris HF (1 mois) Sptlc2WTHep et Sptlc22Her,

(A-B) Test de tolérance au pyruvate (PTT) a 2g/kg et aire sous la courbe avant le début du traitement
aprées 1 mois de régime hyperlipidique. (C-D) Test de tolérance au glycérol (GlyTT) a 1g/kg et aire sous
la courbe avant le début du traitement aprés 1 mois de régime hyperlipidique. (E-F) Test de tolérance
au pyruvate (PTT) a 2g/kg et aire sous la courbe apres traitement au GW4064 (120 mg/kg) ou solvant
(sérum physiologique + DMSO 5%), injection i.p la veille du test et 5h avant le test.

Les souris ont été mises sous HF a 2 mois et les premiers tests ont été effectués aprés 1 mois de HF.
Les valeurs sont les moyennes = SEM ; n= 6 souris par groupe ; les résultats des tests statistiques sont
indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 Sptlc2WTHer HF veh vs Sptlc22Her HF veh ; &p
< 0,05, &&p < 0,01, &&&p < 0,001 Sptic22Her HF veh vs Sptlc22Her HF GW4064, grace au Mann-Whitney
U test ou Anova a deux facteurs suivies de comparaison multiples (test post-hoc) avec correction
Bonferroni.

HF : High Fat diet ; DMSO : Diméthylsulfoxide ; veh : vehicle

Etant donné la toxicité du solvant utilisé (DMSO 5%) pour l'injection par voie i.p du GW4064,
le traitement au GW4064 a ensuite été réalisé par voie orale sur une autre cohorte de souris,

toujours sous régime hyper lipidique (1 mois).

Comme précédemment, les souris Sptlc22"e? présentent un défaut de production hépatique de
glucose aprés injection de pyruvate ou glycérol (Figure 29.A-D). De la méme maniére que
pour le traitement par voie i.p, les souris Sptlc22HeP et témoins ont recu deux doses de GW4064
a 60 mg/kg, la veille et cinq heures avant le test. Comme indiqué sur la Figure 5. E-H, un
traitement au GW4064 par voie orale ne semble pas avoir d’effet sur la production hépatique
de glucose ou la glycémie aprés de 16h de jelne. Cependant, étant donné la nature
hydrophobe du GW4064, ce dernier a été administré par voie orale apres avoir été re-
suspendu dans de I'huile de mais. Nos précédents résultats (Article Figure 2) ont montré un
défaut d’absorption lipidique chez les souris KD. De ce fait, I'effet du GW4064 pourrait étre
moindre chez les souris Sptlc22te?, La mesure par RT-qPCR de I'expression des génes cibles

de FXR (shp, fgfl5) nous permettrait de vérifier 'induction de FXR chez ces souris.
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Figure 29. Effet d’un traitement au GW4064 (voie orale) sur la production hépatique de glucose.
Effet d’'une supplémentation aigué en GW4064 (agoniste du récepteur nucléaire FXR) par voie orale a
60mg/kg (2 doses) chez des souris HF (1 mois) Sptlc2WTHep et Sptlc22Her,

(A-B) Test de tolérance au pyruvate (PTT) a 2g/kg et aire sous la courbe avant le début du traitement
aprées 1 mois de régime hyperlipidique. (C-D) Test de tolérance au glycérol (GlyTT) a 1g/kg et aire sous
la courbe avant le début du traitement aprés 1 mois de régime hyperlipidique. (E-F) Test de tolérance
au pyruvate (PTT) a 2g/kg et aire sous la courbe aprées traitement au GW4064 (60 mg/kg x 2) ou vehicle
(huile de mais, DMSO 0,5%), gavage a 60mg/kg la veille du test et cing heures avant le test. (G-H) Test
de tolérance au glycérol (GlyTT) a 1g/kg et aire sous la courbe aprés traitement au GW4064 (60 mg/kg
x 2) ou vehicle (huile de mais, DMSO 0,5%), gavage a 60mg/kg la veille du test et cing heures avant le

test.

Les souris ont été mises sous HF a 2 mois et les premiers tests ont été effectués aprés 1 mois de HF.
Les valeurs sont les moyennes + SEM ; n= 4-6 souris par groupe ; les résultats des tests statistiques
sont indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 Sptlc2WTHer HF veh vs Sptlc2WT™Her HF
GW4064 ; Sptlc22Her HF veh ; Sptlc22Her HF GW4064 grace au Mann-Whitney U test ou Anova a deux

facteurs suivies de comparaison multiples (test post-hoc) avec correction Bonferroni.

HF : high fat diet ; DMSO : diméthylsulfoxide ; veh : vehicle
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4. Effet d’'une supplémentation en sphingomyéline sur la production

hépatique de glucose et la fibrose hépatique

Les analyses du contenu hépatique en sphingolipides ont mis en évidence une diminution de
la concentration en sphingomyéline (SM) au profit des céramides (Article Figure 1). Tous deux
sont des constituants de la membrane plasmique et un déséquilibre du ratio SM/céramide peut
créer une perturbation de I'organisation de la membrane plasmique entrainant un potentiel
défaut d’enchassement des différentes protéines membranaires. Ainsi, il a été montré qu’une
supplémentation en SM (pendant 4 semaines avec un début du traitement a 14 jours) pouvait
rétablir la fuite des AB dans le plasma, causant la jaunisse (Li et al., 2016). En effet, la
supplémentation en SM rétablit une distribution normale des rafts lipidiques au sein de la
membrane plasmique, ce qui diminue la dégradation de la cadhérine, un constituant essentiel
des jonctions adhérentes. La formation des jonctions adhérentes entre hépatocytes, médiée
par les domaines extracellulaires de la cadherine est essentielle pour I'établissement du pble
basal et apical dans les hépatocytes. L’altération de la polarité de ces cellules peut causer un

défaut de transport des AB et étre a l'origine de la jaunisse.

Afin d’explorer le rbéle de la SM sur le phénotype observé chez les souris KD, nous avons
traités ces souris et leurs témoins avec de la SM (Avanti Polar Lipids, n°catalogue 860063P)
extraite de lait de vache, riche en SM C22:0 et C24:0 qui sont spécifiquement diminuée dans
le foie des souris Sptlc22HeP, Les souris ont été supplémentées en SM a 1,5 mg/kg/j pendant
deux mois par voie i.p. Des souris jeunes (45 jours) sous régime standard ont été utilisées afin
de prévenir I'apparition de la fibrose hépatique. Aprés 2 semaines (Figure 30.A-D) et 8
semaines de traitement (Figure 30.E-H), la supplémentation en sphingomyéline ne semble
pas rétablir une production hépatique de glucose semblable a celle des témoins (Figure 30.)
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Figure 30.
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Figure 30. Effet d’un traitement a la sphingomyéline sur la production hépatique de glucose.
Effet d’'une supplémentation chronique en sphingomyéline par injection intrapéritonéale (i.p) a
1,5mg/kgl/jour pendant 8 semaines chez des souris RC Sptlc2WTHer et Sptlc22Her | 4gées de 45j au début

du traitement.

(A-B) Test de tolérance au pyruvate (PTT) a 2g/kg et aire sous la courbe aprés traitement a la
sphingomyéline (1,5mg/kg/j pendant 2 semaines) ou solvant (sérum physiologique, BSA 0,4%) chez les
souris Sptlc2WTHep et Sptlc22Her, (C-D) Test de tolérance au glycérol (GlyTT) a 1g/kg et aire sous la
courbe aprés traitement a la sphingomyéline (1,5mg/kg/j pendant 2 semaines) ou solvant (sérum
physiologique, BSA 0,4%) chez les souris Sptlc2WTHer et Sptlc22Her, (E-F) Test de tolérance au pyruvate
(PTT) a 2g/kg et aire sous la courbe aprés traitement a la sphingomyéline (1,5mg/kg/j pendant 8
semaines) ou solvant (sérum physiologique, BSA 0,4%) chez les souris Sptlc2WTHer et Sptlc22Her, (G-H)
Test de tolérance au glycérol (GlyTT) a 1g/kg et aire sous la courbe apres traitement a la sphingomyéline
(1,5mg/kg/j pendant 8 semaines) ou solvant (sérum physiologique, BSA 0,4%) chez les souris
Sptlc2WTHep et Sptlc2AHer,

Les souris sont agées de 45 jours au début du traitement a la sphingomyéline. Les valeurs sont les
moyennes + SEM ; n= 4-6 souris par groupe ; les résultats des tests statistiques sont indiqués comme
suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 Sptlc2WTHer yveh vs Sptlc22Her veh ; #p < 0,05, #p < 0,01, ##p <
0,001 Sptlc2WTHep yeh vs Sptlc2WTHer SM ; $p < 0,05, ¥¥p < 0,01, %¥%p < 0,001 Sptic2WTHer yveh vs Sptlc22Her
SM ; &p < 0,05, &p < 0,01, &&&p < 0,001 Sptlc2WTHep yveh vs Sptlc22Her SM grace au Mann-Whitney U
test ou Anova a deux facteurs suivies de comparaison multiples (test post-hoc) avec correction
Bonferroni.

RC : regular chow ; veh : vehicle
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5. Effet d’un traitement avec un inhibiteur de la sphingomyélinase neutre 2

Afin de prévenir 'accumulation de céramides dans le foie, en particulier les céramides C16:0
qui pourraient étre générés par la surexpression de la sphingomyélinase neutre 2 (nSMase2)
(Article Figure 1.), nous avons traitées des souris Sptlc2"/™eP et Sptic22P jeunes (20 jours)
avec un inhibiteur de la nSMase2, le GW4869, a 15mg/kg/j pendant 15 jours par voie orale.
Le solvant utilisé est de I'huile de mais + DMSO 1%. Nous avons ensuite investigué I'effet de

ce traitement sur la production hépatique de glucose.

Les tests de tolérance au pyruvate et glycérol réalisés avant le début du traitement montrent,
deés 20 jours, un défaut de production hépatique de glucose suite a l'injection de ces substrats
glucoformateurs (Figure 31.A-D). Le traitement au GW4869 semblent induire une
augmentation de la production hépatique de glucose aprés injection de pyruvate et glycérol
chez les souris KD traitées, comparé aux souris témoins (Figure 31.E-H) mais les résultats ne
sont pas significativement différents. Un traitement de plus longue durée avec une dose plus
importante de GW4064 pourrait permettre de rétablir une production hépatique de glucose
semblable a celle des témoins. D’autre part, un dosage des sphingolipides hépatiques doit
étre réalisé afin de vérifier que le traitement induit bien une baisse des céramides C16:0 et
une augmentation de la SM. La mesure de I'expression par RT-qPCR des génes cibles de
FXR serait également intéressante et nous renseignerait également sur I'implication de ce
récepteur nucléaire dans le phénotype observé chez ces souris. Ces résultats suggérent tout

de méme un rdle, direct ou indirect, de la nSMase2 sur la production hépatique de glucose.

Page | 211



Bloog glucose (mg/dl)

Bloog glucose (mg/dl)

Blood glucose (mg/dl)

Figure 31. Reésultats expérimentaux — résultats complémentaires

A. B.

Blood glucose (mg/dl)

WTHep
B spricovmes Re - Sptic2 RC
Sptlc2trer RC Sptlc24#<P RC
300- kkdk  Fddk - *
*kk  Khk
80004
250
s ek Jedede (m} L]
o
2004 — 5000
=
150 =
E 40004 =
5 [ ]
100 o
2
< 20004
504
0 T T T . T T T ! o
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Time
C. 8 spticawerRC D. et
- Sptlc2WTHer RC
300+ B Sptlc2tH=rRC
LHap
250 dkk Khkk
Kkk o -
200+ * S 6000
.ﬂ 0
=
150+ =
& 4000
10 S
-]
=< 2000
50
0 : ‘ . ; : ‘ . , 0
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Time
Sptlc2“T=r RC-veh
E - F.
. Sptlc2¥ =P RC-veh .' SptictH=r RC-veh . Sptlc2¥THer RC— GW4869
. SptictH=r RC-veh
. Sptlc2WTHee RC — GWAB69 O Sptlc2tHer RC — GW4869
3007 Sptic2tHer RC — GWA869
, otlc. _
ek v 15000
250
:i 100004
AL
E
5
(@]
2 50004
<
50
0 T T T T " it
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Time
l Sptlc2WTHer RC - veh .- SptictHer RC - veh Sptle2"THe? RC -veh
G . H -
- Sptlc2"WTHes RC— GWA869
. Sptlc2WTHer RC — GWAB69 O Sptic2tHer RC — GWA4869
300+ . Sptlctti=r RC-veh
$ 3%
150004 5 Sptlc2tHer RC—GWA4869
=
10000
L
(V)
5
S 5000+
<
50
0 0
(8] 15 30 45 B0 75 an 105 120
Page | 212



Résultats expérimentaux — résultats complémentaires

Figure 31. Effet d’un traitement au GW4869 sur la production hépatique de glucose.
Effet d’'une supplémentation chronique en GW4869 par voie orale a 15mg/kg/jour pendant 15 jours chez
des souris RC Sptlc2WTHep gt Sptlc22Her, agées de 20 jours au début du traitement.

(A-B) Test de tolérance au pyruvate (PTT) a 2g/kg et aire sous la courbe avant traitement chez les
souris Sptlc2WTHep et Sptlc22Her, (C-D) Test de tolérance au glycérol (GIyTT) a 1g/kg et aire sous la
courbe avant traitement chez les souris Sptlc2WTHer et Sptlc22Her, (E-F) Test de tolérance au pyruvate
(PTT) a 2g/kg et aire sous la courbe aprés traitement au GW4869 (15mg/kg/j pendant 15 jours) ou
solvant (huile de mais, DMSO 1%) chez les souris Sptlc2WTep et Sptlc22Her, (G-H) Test de tolérance au
glycérol (GIyTT) a 1g/kg et aire sous la courbe aprés traitement au GW4869 (15mg/kg/j pendant 15
jours) ou solvant (huile de mais, DMSO 1%) chez les souris Sptlc2WTHer et Sptlc22Her,

Les souris sont agées de 25 jours au début du traitement au GW4869. Les valeurs sont les moyennes
+ SEM ; n=5-12 souris par groupe ; les résultats des tests statistiques sont indiqués comme suit ; *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 Sptlc2WTHer veh vs Sptlc22Her veh ; #p < 0,05, #p < 0,01, ##p < 0,001
Sptlc2WTHep yeh vs Sptlc2WTHer GW4869 ; ¥p < 0,05, %¥p < 0,01, $¥%p < 0,001 Sptlc2WTHer yehvs Sptlc22Hep
GW4869 ; &p < 0,05, 4&p < 0,01, &&p < 0,001 Sptlc2WTHep veh vs Sptlc22Her GW4869 grace au Mann-
Whitney U test ou Anova & deux facteurs suivies de comparaison multiples (test post-hoc) avec

correction Bonferroni.

RC : Regular Chow ; veh : vehicle
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6. Etude longitudinale de la composition du pool d’AB hépatique chez les

souris Sptlc2AHer et Sptlc2WTHep

Nous avons mis en évidence l'apparition d’une fibrose hépatique chez les souris KD de plus
en plus importante au cours du temps. Ainsi, & 20 jours, la fibrose hépatique est trés réduite
chez les souris Sptlc22eP (Article Figure 4.) Afin d’explorer le role des AB dans la survenue de
la fibrose hépatique, nous avons dosé les AB hépatiques chez des souris agées de 20 jours
et de 45 jours. Les résultats indiquent que méme tres jeunes (20 jours et 45 jours), les souris
Sptlc22Her présentent une modification de la composition du pool d’acides biliaires hépatique
qui se traduit par une augmentation de I'acide tauro-muricholique (T-MCA) et une réduction
des AB secondaires associées a une diminution de lindice d’hydrophobicité qui n’est
cependant pas statistiquement significative (Figure 32.A-H). D’autre part, on constate que la
taille du pool d’acides biliaires dans le foie semble augmentée chez les souris KD de 20 jours
et 45 jours bien que ces résultats ne soient pas statistiquement significatifs (Figure 32.B et
8.F).
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Résultats expérimentaux — résultats complémentaires

Figure 32. Analyse de la composition du pool d’acides biliaires hépatique des souris
Sptic2WTHer et Sptic22HeP RC a 20 jours et 45 jours.

(A) Composition du pool d’acides biliaires hépatique des souris KD et témoins agées de 20 jours. (B)
Concentration en nmol/g des acides biliaires dans le foie des souris Sptlc2WTHer et Sptlc22Her 4gées de
20 jours. (C) Concentration en nmol/g de 'acide tauro-muricholique dans le foie des souris Sptlc2WTHep
et Sptlc22Her 4gées de 20 jours. (D) Indice d’hydrophobicité du pool d’acides biliiares hépatique des
souris KD et témoins agées de 20 jours. (E) Composition du pool d’acides biliaires hépatique des souris
KD et témoins agées de 40 jours. (F) Concentration en nmol/g des acides biliaires dans le foie des
souris Sptlc2WTHer et Sptlc22Her agées de 40 jours. (G) Concentration en nmol/g de l'acide tauro-
muricholique dans le foie des souris Sptlc2WTHer et Sptlc22Her agées de 40 jours. (H) Indice

d’hydrophobicité du pool d’acides biliiares hépatique des souris KD et témoins agées de 40 jours.

Les valeurs sont les moyennes + SEM ; n= 2-3 souris par groupe ; les résultats des tests statistiques
sont indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 grace au Mann-Whitney U test.

RC : Regular Chow ; CA : Cholic acid ; CDCA : Chenodeoxycholic acid ; B-MCA : beta — Murocholic acid ; T-MCA :
Tauro-muricholique acid
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Figure 33.
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Figure 33. Effet de ’'UDCA sur la composition du pool d’acides biliaires des souris KD et
témoins.

Analyse de la composition et taille du pool d’acides biliaires des souris Sptlc2WTHep et Sptlc22Her RC (45))
traitées a 'UDCA (0,5%) pendant 7 jours.

(A) Composition du pool d’acides biliaires des souris KD et témoins traitées a 'TUDCA. (B) Concentration
en nmol/g des acides biliaires dans le foie des souris Sptlc2WTHep et Sptlc22Her traitées a 'UDCA. (C)
Concentration en nmol/g de 'acide tauro-muricholique dans le foie des souris Sptlc2WTHep et Sptlc22Hep
traitées a 'UDCA. (D) Indice d’hydrophobicité du pool d’acides biliaires hépatiques des souris KD et
témoins traitées a 'UDCA. (E) Concentration en acides biliaires secondaires (nmol/g de foie) dans le
foie des souris Sptlc2WTHep et Sptlc22Hep,

Les souris sont agées de 45 jours au début du traitement a TUCDA. Les valeurs sont les moyennes +
SEM ; n= 3-6 souris par groupe ; les résultats des tests statistiques sont indiqués comme suit : *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 grace au Mann-Whitney U test.

RC : Regular Chow ; UDCA : ursodeoxycholic acid ; CA : Cholic acid ; CDCA : Chenodeoxycholic acid ; B-MCA :
beta — Murocholic acid ; T-MCA : Tauro-muricholique acid
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7. Effet d’une supplémentation en UDCA chez les souris Sptlc22Hep

L’'UDCA (acide ursodéoxycholique) est un AB hydrophile qui est notamment utilisé pour le
traitement des cholestases hépatiques car il réduit I'hydrophobicité et donc la toxicité du pool
d’AB. Chez la souris, 'TUDCA sera converti en 3-MCA puis en AB secondaires (wWMCA, HCA,
HDCA et MDCA) par les enzymes du microbiote intestinal. Afin d’explorer le réle du microbiote
intestinal dans la composition du pool d’AB des souris Sptlc22P, trés pauvre en AB
secondaire, nous avons supplémenté des souris témoins et KD avec de 'lUCDA a 0,5% dans
la nourriture. Lors d’'un apport massif d'UDCA, celui-ci sera majoritairement transformé en AB
secondaire par le microbiote intestinal. Les AB ont ensuite été dosés dans le foie des souris
Sptlc22Her et témoins supplémentées en UDCA (Figure 33.). Les souris KD supplémentées en
UDCA présentent ainsi un pool d’AB dont la composition, l'indice d’hydrophobicité et la
concentration en T-MCA parait normalisé et similaire a celui d’'une souris témoins non traités
de 45 jours (Figure 32.). D’autre part, le pool d’AB des souris KD supplémentées en UDCA
est riche en AB secondaires et leur concentration est méme significativement supérieure a
celle dans le foie des souris témoins. Ces résultats suggérent que le microbiote intestinal des
souris Sptlc22"er est capable de convertir les AB secondaires en AB primaires, ainsi la
réduction des AB secondaire observée ne semble pas causée par une perturbation du

microbiote intestinal chez les souris KD.
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Les résultats obtenus dans notre modeéle de souris déficientes en SPTLC2, spécifiquement
dans les hépatocytes, mettent en évidence un rdle crucial de cette enzyme dans de nombreux
processus physiologiques. En effet, la délétion partielle de Sptlc2 conduit & de nhombreuses
perturbations au niveau de I'homéostasie des acides biliaires (AB) et du métabolisme
glucidique et lipidique et semble également induire une fibrose hépatique qui pourrait
directement étre reliée a une accumulation des AB hépatocytaires. D’autre part, il est trés
intéressant de constater que la déficience hépatique en SPTLC2 induit une augmentation des
céramides hépatiques et hépatocytaires, en particulier les céramides C16:0 dont les effets pro-
apototiques ont été particulierement bien décrits. Intuitivement, nous pensions qu’une délétion
d’'une enzyme clef de la synthése de novo des céramides conduirait a une diminution du
contenu en céramide dans le foie. Ce n’est pas le cas, et nous avons mesuré une
augmentation trés significative de I'expression et du contenu protéique de la sphingomyélinase
neutre 2 (nSMase2) dans le foie des souris Sptlc22HeP ainsi qu’'une baisse du contenu en
sphingomyélines (SM) hépatiques. La nSMase2 permet I'hydrolyse de la SM et donc la
resynthése des céramides au niveau de la membrane plasmique. Ces résultats suggerent un
mécanisme de compensation, encore jamais décrit dans la littérature, entre les différentes

voies de synthése des céramides, a I'échelle cellulaire.

La Figure 34. présente les principaux résultats issus de la caractérisation du modeéle de souris
Sptlc22HeP- Dans cette partie, je discuterai des résultats majeurs de cette étude et développerai

une série d’hypothéses pouvant expliquer les résultats obtenus.
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Récapitulatif des principaux résultats obtenus lors de la caractérisation des souris Sptlc2"HeP,

Au niveau hépatique, la délétion partielle de Sptlc2 induit une modification de la distribution des AB au
profit des AB hydrophiles et en particulier du 3-MCA et T-MCA (1) ainsi qu’'une accumulation d’AB
hépatiques associée a une diminution de I'expression des transporteurs des AB Bsep et Ntcp (2) et une
fibrose (3). Malgré I'invalidation de la Sptlc2, on observe une augmentation des céramides hépatiques
en particulier les C16:0 et les C18:0, associée a une augmentation de I'expression et du contenu en
protéine de la nSMase2 (4). En plus d’'une fibrose hépatique, on constate une augmentation de
I'expression du TNFa pro-inflammatoire associée a une augmentation de I'apoptose et une diminution
de la phosphorylation de PKB/Akt aprés stimulation a l'insuline (5). Au niveau métabolique, les souris
Sptlc22Her présentent une amélioration de la tolérance au glucose (6) et une diminution de la
néoglucogenése (7). Au niveau intestinal, le pool d’AB, pauvre en AB hydrophobes (8), conduit & un
défaut d’absorption des lipides. Les souris Sptlc22Her sont ainsi protégées contre 'obésité induite par
un régime HF (9). Le pool d’AB tres riche en T-MCA et 3-MCA est antagoniste de la voie FXR intestinal
et hépatique (10) et pourrait ainsi réguler la production hépatique de glucose (11). Au niveau
plasmatique, une augmentation de la bile semble conduire a la jaunisse (augmentation de la bilirubine)
(12).

Les points d’interrogations font référence aux liens de causalité qui seront discutés dans cette partie.

AB : acides biliaires ; Sptlc2 : sérine palmitoyltransférase 2 ; nSMase?2 : sphingomyélinase 2 neutre ; (T)-MCA :
acide (tauro)-muricholique ; FXR : fanesoid X receptor ; TNFa : tumor necrosis factor alpha ; PKB/Akt : proteine
kinase B ; Bsep : bile salt export pump ; Ntcp : sodium/taurocholate cotransporter polypeptide ; HF : high-fat ; RC :
regular chow
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Céramides (en pmol/mg de foie)

Sphingomyélines (en pumol/mg de foie)

+ - + -
C16:0 C22:0 C16:0 C18:0
(HF uniguement)
C18:0 C22:0
C24:1 C24:0
Cc24:11
(HF uniquement)

Céramides (en pmol/mg de protéines)

+ -
C16:0 C20:0
C22:0
C24:0

Tableau 2. Contenu en sphingolipides dans le foie et les hépatocytes des souris KD.

Récapitulatif des résultats obtenus suite a I'analyse des sphingolipides dans le foie (A) des souris

Sptlc2WTHep et Sptlc22Her sous régime HF ou sous régime standard (RC), agées de 120 jours (4 mois)

et dans les hépatocytes isolés (B) de souris KD et témoins sous régime standard et agées de 45 jours.

Les termes « + » et « - » font respectivement référence aux espéces de céramides et sphingolipides qui

augmentent et diminuent chez les souris Sptlc22"epP, par rapport aux témoins.

HF : high-fat
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) Effet de la délétion partielle de Sptlc2 hépatique sur le
contenu en céramides dans le foie et les hépatocytes
primaires

L’analyse par lipidomique du contenu hépatique en sphingolipides des souris knock-down (KD)
révele que, malgré la baisse d’expression de Sptlc2 dans le foie, le contenu total en céramides
ne diminue pas (chez les souris sous regular chow (RC)) et augmente chez les souris
soumises a un régime hyper lipidigue (HF) (Article Figure 1.A et 1.B). Dans le foie, la
composition du pool des céramides est différente (voir Tableau 2.) entre les souris KD et les
souris témoins, au profit des céramides a longues chaines C16:0, C18:0 ainsi que les
céramides C24:1 (chez les souris KD) (Article Figure 1.C et 1.D). Cependant, les céramides
majoritaires du foie, C22:0 et C24:0 (dans les hépatocytes primaires uniqguement) sont bien
diminuées chez les souris Sptlc22"e? ce qui confirme I'effet de la délétion de Sptic2 dans les
hépatocytes. On observe également une diminution des sphingomyélines associées, produites
a partir des céramides C22:0 et C24:0 (Article Figure S1.D et S1.E).

De fagon intéressante, I'expression des céramides synthases CerS5 et CerS6 est augmentée
dans le foie des souris Sptlc227¢P (Article Figure S1.C). Or, ces CerS permettent, entre autres,
la synthése des C16:0, C18:0 et C20:0. Il a été ainsi montré que linhibition de la CerS6
hépatique conduisait a une diminution des céramides C16:0 dans le foie (Turpin et al., 2014).
Bien que I'expression de Sptlc2, une enzyme limitante de la synthése de novo, soit inhibée
grace au systéme CRE-lox, il peut résulter une activité résiduelle de cette enzyme dans les
hépatocytes, ce qui peut expliquer la production de céramides hépatiques (en particulier ceux

a trés longues chaines) dans les hépatocytes des souris Sptlc22HeP (Li et al., 2016).

Par ailleurs, la délétion de Sptlc2 est spécifique aux hépatocytes qui ne représentent pas
'ensemble des cellules hépatiques. La surexpression des céramides synthases CerS5 et
CerS6 pourrait conduire, dans les hépatocytes mais également les autres cellules du foie, a la

synthese préférentielle des céramides C16:0 et C18:0.

I. Analyse du profil des céramides mesuré dans le foie et les hépatocytes isolés

Le profil des différentes espéces de céramides que l'on retrouve dans le foie des souris
témoins est cohérent avec ce que I'on retrouve dans la littérature (Laviad et al., 2008) avec
notamment une part importante des céramides a tres longues chaines C22:0, C24:0 et C24 :1.
En effet, ces céramides sont produites par CerS2, qui est I'isoforme maijoritaire présent dans
le foie (Grosch et al., 2012). Le tableau 2 résume les différences observées, entre les souris

KD et témoins, dans les profils de céramides et sphingomyélines dans le foie et dans les
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hépatocytes isolés, sous régime gras ou régime standard. On constate, chez les souris
Sptlc22HeP, une différence dans le profil des céramides mesuré dans le foie et les hépatocytes,
avec pour seule constante la diminution des céramides C22:0 et 'augmentation des céramides
C16:0.

Le dosage des sphingolipides a été réalisé sur des foies de souris RC ou HF agées de 120
jours (4 mois). Cependant, a cet age, le foie des souris Sptlc22"e présente une fibrose
importante (Article Figure 4.A) ce qui rend, techniquement, l'isolement des hépatocytes treés
difficile. Les hépatocytes ont donc été isolés sur des souris plus jeunes (45 jours) et

uniguement sous régime standard.

Plusieurs études ont mis en évidence l'effet de I'age sur la synthése et la dégradation des
sphingolipides. Ainsi Lightle et ses collaborateur.ices ont observé une concentration hépatique
en céramides plus élevée chez des rats de 24 et 15 mois, comparé a des rats plus jeunes (4
mois), associée a une augmentation de I'activité des sphingomyélinases et une diminution de
la sphingomyéline synthase et de la céramidase acide (Lightle et al., 2000). De plus, une
diminution de I'expression des CerS1 et CerS5 a été mise en évidence dans des hiospsies
humaines de muscles squelettiques induisant un remodelage du profil des céramides (Tosetti
et al., 2020). Cette méme étude n’a cependant pas montré de différences dans le contenu en
céramides hépatiques chez les humains en fonction de I'age. L'expression d’autres enzymes,
impliguées dans le métabolisme des sphingolipides, semble également modulée au cours du
temps. Par exemple, I'expression de la Sphkl augmente dans le foie de souris de 23 mois
comparé a des souris plus jeunes (3 mois) (Lufrano et al., 2013). Ainsi, plusieurs études
mettent en évidence une évolution du profil des céramides au cours du temps ce qui peut nous
permettre d’expliquer en partie la différence du profil des céramides que I'on retrouve dans le

foie et les hépatocytes primaires, indépendamment du génotype des souris.

Comme je I'ai indiqué dans la premiére partie de I'introduction, le foie est constitué de plusieurs
types cellulaires. Bien que les hépatocytes soient majoritaires (environ 70 %), la mesure des
sphingolipides hépatiques, et en particulier des différentes espéces de céramides dans le foie,

ne reflete pas exactement le contenu en céramides dans les hépatocytes (Blouin et al., 1977).

Nous avons mis en évidence, par immunohistochimie, la présence d’infiltrats inflammatoires
dans le foie des souris KD (Article Figure 4.D) associée a une augmentation de I'expression

du Tnfa et de son récepteur (Article Figure 4.E).
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Or le TNFa est capable d’induire une augmentation de [Iactivité de différentes
sphingomyélinases (aSmase et nSmase2) conduisant & une augmentation des céramides
intracellulaires (Mari and Fernandez-Checa, 2007). Dans les cellules de Kupffer, I'activation
de la sphingomyélinase acide semble consécutive & une cholestase et pourrait jouer un role

dans la régénération hépatique (Osawa et al., 2010).

De maniere intéressante, il a été montré que les céramides et particulierement ceux produits
par la nSMase?2 induisent la libération de vésicules dans le milieu extracellulaire. En effet, la
présence de céramides module la composition des membranes et semble favoriser un
relargage des vésicules, contenant notamment des lipides, dans le milieu extracellulaire plutét
gu’a destination des lysosomes (Trajkovic et al., 2008). De plus, en cas d'une accumulation
en céramides, ces vésicules extracellulaires seront elles-mémes enrichies en céramides. Ainsi
les patients souffrant d’'une stéatose hépatique présentent des vésicules extracellulaires

plasmatiques enrichies en céramide C16:0 (Kakazu et al., 2016).

Les différentes cellules du foie communiquent entre elles notamment grace a des échanges
via des vésicules extracellulaires. Ce type d’échange semble méme favoriser en cas de
maladie hépatique (Kakazu et al., 2016; Sato et al., 2019). Ces vésicules extracellulaires riches

en céramides pourraient ainsi étre captées par d’autres cellules du foie puis métabolisées.

Ces différents arguments nous permettent d’émettre I'hnypothése suivante : le contenu en
sphingolipides et en particulier en céramides pourrait étre modifié dans les autres cellules du
foie, dune part via [I'environnement pro-inflammatoire qui active différentes

sphingomyélinases, d’autre part via un échange de céramides provenant des hépatocytes.
Afin d’explorer ces différentes hypothéses plusieurs expériences pourraient étre réalisées :

- La mesure par RT-gPCR de lI'expression des différents génes impliqués dans la
synthése et la dégradation des céramides dans le foie de souris jeunes (45 jours) sous
RC et de souris plus agées (120 jours) également sous RC afin de mettre en évidence
un effet de I'dge sur le métabolisme des céramides.

- Le dosage des sphingolipides issus du foie de souris jeunes (45 jours).

- Le dosage des sphingolipides sur les autres types cellulaires du foie.
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ii. L’inhibition de la synthese des céramides de novo conduit a I'activation de la voie
de la sphingomyélinase via une surexpression de la sphingomyélinase neutre 2 ?

Nous avons mis en évidence une diminution de la concentration en sphingomyélines dans le
foie des souris Sptlc22HeP, au détriment des céramides. En effet, pour chacune des espéces,
le ratio céramide/sphingomyéline est augmenté dans le foie des souris KD (Article Figure 1.E
et F). Ces données suggérent un mécanisme de compensation conduisant & une production
de céramides équivalente ou supérieure malgré l'inhibition partielle de Sptlc2. Nous avons
donc mesuré par RT-gPCR I'expression des enzymes impliquées dans la voie de synthése
des céramides via I'hydrolyse de la sphingomyéline (Article Figure 1.G et H). On constate une
surexpression de la sphingomyélinase neutre 2 associée a une augmentation du contenu
protéique (Article Figure 1.1). La nSMase2 permet I'hydrolyse des céramides au niveau de la
membrane plasmique. Ainsi I'inhibition partielle de la synthése de novo des céramides pourrait
étre compensée par une augmentation de leur production via la voie de la sphingomyélinase
gui serait plus active au niveau de la membrane plasmique. Ces résultats mettent en évidence

un potentiel dialogue entre les différentes voies de production intracellulaires des céramides.

Cependant, il est important de noter que les espéces de SM dont la concentration est réduite
dans le foie des souris Sptlc22HeP (voir tableau 2.) ne correspondent pas, en terme de longueur
de la chaine acylée aux espéces de céramides dont la concentration est, au contraire, plus
élevée chez les souris KD. Ceci pourrait suggérer un réarrangement des céramides a la
membrane aprés hydrolyse par une céramidase. La sphingosine ainsi libérée serait prise en
charge par les CerS dans le réticulum endoplasmique (RE) puis de nouveau transformée en
céramides. La surexpression des CerS5 et CerS6 serait alors a I'origine de 'accumulation des
céramides C16:0 et C18:0.

Par ailleurs, il a déja été montré une augmentation des céramides C16:0 et C18:0 dans le foie
apres induction de la nSMase2 par une supplémentation en LCA (Matsubara et al., 2011). Une
autre étude a également montré dans I'iléon une diminution des céramides C16:0 en réponse
a un inhibiteur de la nSMase2 et une élévation de la concentration de ces mémes céramides

apres la surexpression de la nSmase2 (Wu et al., 2021).

Ceci nous permet d’appuyer notre hypothése selon laquelle 'augmentation des céramides
C16:0 et C18:0 observée dans le foie des souris KD est bien la résultante de 'augmentation

de I'expression de la nSmase?2.
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Nos résultats suggerent également une désorganisation de la localisation des céramides au
sein de la cellule, au détriment des céramides du RE et au profit des céramides a la membrane
plasmique. Ces données sont en cohérence avec les résultats de I'étude menée par Li et ses
collaborateur-ices en 2016 (Li et al., 2016). Cette équipe a également développé un modele
de souris chez qui I'expression de Sptlc2 est inhibée, spécifiqguement dans les hépatocytes.
Les mesures des concentrations de sphingomyélines et céramides dans la membrane
plasmique des hépatocytes isolés des souris KD et témoins indiquent une diminution des
concentrations en sphingomyélines C16:0, C18:0, C22:0, C24.0 et C24:1 et une augmentation
de la concentration en céramides C16:0, C18:0, C22:0, C24:0 et C24:1. Cependant, la mesure
de l'activité des sphingomyélinases hépatiques dans le modéle développé par Li et ses
collaborateur.ices n’indique pas de différence d’activité entre les souris KD et témoins. De la
méme maniére, les souris invalidées pour Sptlc2, spécifiguement dans les adipocytes,
présentent une distribution des différentes espéces de céramides similaire, avec notamment
une augmentation trés significative des céramides C16:0 (Lee et al., 2017). Malheureusement,
au cours de cette étude, I'expression des sphingomyélinases n'a pas été mesurée. Afin de
valider cette hypothése, il serait intéressant de réaliser du fractionnement cellulaire et de doser

les sphingolipides dans les différents organites isolés.

De maniére intéressante, de tels résultats ne sont pas retrouvés dans des modéles de souris
traitées avec un inhibiteur de la SPT, la myriocine (Zabielski et al., 2019) ou chez des souris
Sptlc2 lox/lox injectées avec un adénovirus portant la CRE, a tropisme hépatocytaire (Li et al.,
2009). On peut donc en conclure que I'effet prolongé de linhibition de Sptic2 semble induire
un mécanisme de compensation de la synthése des céramides, essentiel pour l'intégrité et la
survie cellulaire. De plus, ces modéles aigus d’invalidation de Sptlc2 sont réalisés sur des
souris adultes au contraire de notre modele de souris Sptlc22He, bien que le pourcentage de
recombinaison avec le transgéne Alb-CRE ne semble maximal (90 %) qu’aprés 6 semaines

(40 % a la naissance) (Postic and Magnuson, 2000).

Un effet indirect des céramides sur I'expression de la nSmase2 n’est pas non plus a exclure.
En effet, I'inhibition de la synthése de novo des céramides perturbe I'intégrité des membranes
et la distribution des rafts lipidiques notamment en réduisant la synthése de la SM dont ils sont
les principaux précurseurs. |l en résulte, par exemple, une perturbation de I'établissement des
jonction adhérentes (Li et al., 2016). Par ailleurs, les souris présentant une invalidation de
Sptlc2 (totale) ne sont pas viables et la délétion spécifique de Sptlc2 dans l'intestin perturbe la
perméabilité de la barriére intestinale et conduit a la mort précoce des souris (Li et al., 2018b).
Une diminution de la synthése de novo des céramides pourrait ainsi s’avérer délétére pour les
cellules conduisant a I'apoptose et a la mise en place d’'un environnement inflammatoire, ce

qui serait a l'origine de l'activation de la nSMase2 (voir introduction, Partie 2. 111) b)).
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Nos résultats suggérent I'existence de mécanismes permettant d’évaluer la quantité de
céramides intracellulaires et d’activer spécifiquement certaines voies de synthéses de ces
derniers, soulignant ainsi leur importance au sein de la cellule. La membrane du RE pourrait
jouer un réle prépondérant dans la régulation de la synthése des céramides a I'échelle
cellulaire. En effet, une maodification de la composition lipidique de la membrane du RE peut
réguler la synthése des lipides en modulant I'expression d’enzymes impliquées dans la
synthese des lipides ou via des modifications post-traductionnelles. Ces différents
mécanismes sont décrits dans la revue de Jaquemyn et al. (Jacquemyn et al., 2017). Ainsi
linhibition de la synthése de novo des céramides, médiée par l'invalidation de Sptlc2, pourrait
conduire a une modification de la composition des membranes du RE qui, a son tour, induit
I'activation de I'hydrolyse de la SM. La composition lipidique de la membrane du RE servirait

ainsi de senseur quant a la régulation de la synthése des sphingolipides dans les hépatocytes.

Afin d’évaluer le rdle de la nSMase2 dans l'augmentation des céramides hépatiques et
hépatocytaires observée chez les souris Sptlc22HeP, nous avons traité des hépatocytes isolés
de souris KD et souris témoins (45 jours) sous régime standard avec un inhibiteur de la
nSMase2, le GW4869 a 10mM, durant 4 heures ou avec le solvant (DMSO 0,1%) (Résultats
complémentaires, Figure 26.). Les résultats montrent, chez les hépatocytes de souris KD

traités, une tendance a la diminution quant a la concentration des céramides (toutes espéces
confondues), exprimée en pmol/mg de protéines, par rapport aux hépatocytes non traités. De
la méme maniere, le ratio céramide/sphingomyéline semble diminué dans les hépatocytes
primaires des souris KD traités. Ainsi, ces données suggérent que la surexpression de la
nSmase2 hépatique chez les souris Sptlc22HeP permettrait de maintenir une concentration en
céramides hépatiques équivalente (voire supérieure) a celles des souris témoins.

Cependant, ces résultats ne sont pas significatifs. D’'une part, ils présentent une grande
hétérogénéité. Celle-ci pourrait étre due a la qualité des hépatocytes primaires, qui varie
énormément d’'un isolement a l'autre. D’autre part, pour cette expérience, le nombre
d’individus reste faible (n=4). Afin de valider I'effet d’'un inhibiteur de la nSMase2, de telles
expériences doivent étre reproduites avec une durée de traitement plus longue. L’addition de
SM au milieu de culture permettrait de stimuler I'hydrolyse de la SM afin de mettre en évidence
une sur-activation de la voie de la SMase dans les hépatocytes de souris Sptlc22HeP non traités.
Enfin, l'utilisation de substrats radioactifs (sérine et SM) permettrait de mesurer I'activité de la
voie de synthése de novo et de la voie de la SMase dans les hépatocytes isolés de souris KD

ou témoins et pourrait ainsi nous aider a affiner nos hypothéses.

Par ailleurs, étant donné que la SM est principalement produite a partir des céramides
provenant de la synthése de novo, on peut questionner l'origine de la SM hépatique qui sert

vraisemblablement de substrat a la nSMase?2.

Page | 232



Discussion et perspectives

Nous avons ainsi dosé les sphingolipides dans le plasma des souris Sptlc22He et Sptlc2VTHep
sous régime standard ou gras. De maniére intéressante, la concentration en SM plasmatique
totale mais également en céramides, hexosylcéramides et lactosylcéramides est augmentée
chez les souris KD (Article Figure S2.). La proportion des céramides C16:0 plasmatique est
également plus importante chez les souris Sptlc22eP, Ces résultats suggerent un apport en
SM au foie et éventuellement en céramides via la circulation périphérique. Le défaut de
synthése de la SM hépatique pourrait ainsi étre compensé par une activation de sa production
dans un autre tissu. Ainsi, nous avons mesuré les sphingolipides ainsi que I'expression des
enzymes impliquées dans la synthése des céramides dans le tissu adipeux blanc épididymaire

(Résultats complémentaires, Figure 25.). Cependant, aucune différence significative n’est

observée entre les souris KD et les souris témoins. On peut donc exclure un apport en

sphingomyélines et céramides au foie provenant du tissu adipeux blanc épididymaire.
lii. ROle des céramides dans l'inflammation et I'apoptose dans le foie

Les résultats présentés dans la figure 4. de l'article (Article Figure 4.) mettent en évidence
'induction de I'apoptose (détection par western blot de la caspase 3 clivée) et la présence
d’infiltrats inflammatoires (marquage par immunohistochimie de Grl) associée a une
augmentation de I'expression du Tnfa pro-inflammatoire dans le foie. Comme je I'ai détaillé en
introduction (voir Introduction, Partie 2. lll b) et c)), le r6le des céramides, et en particulier ceux
produits via la nSMase2, dans I'apoptose et I'inflammation sont maintenant bien décrits.
Cependant, de nombreuses études décrivent un réle différentiel des céramides en fonction de
la longueur de leur chaine acylée : les céramides a longues chaines, en particulier les
céramides C16:0, ont un role pro-apoptotique et pro-inflammatoire, au contraire des céramides
a trés longues chaines (Grosch et al., 2012). De ce fait, dans notre modéle d’étude,
laugmentation hépatique des céramides C16:0 pourrait induire une réaction inflammatoire

associée a de I'apoptose.

On peut également suggérer que la diminution du ratio phospho-Akt/Akt totale dans le foie des
souris Sptlc22Her aprés stimulation a linsuline soit médiée par les céramides C16:0. Les
différents mécanismes d’action des céramides conduisant a [linsulino-résistance ont
également été décrits en introduction (voir Introduction, Partie 2. IV b)). Ainsi, 'apoptose et
linflammation dans le foie ainsi que la résistance a l'insuline hépatique observée chez les

souris Sptlc22"eP pourraient étre directement induits par 'augmentation des céramides C16:0.
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) Ladélétion de Sptlc2 dans le foie impacte ’homéostasie
des acides biliaires

Les souris Sptlc22HeP sont protégées contre la prise de poids induite par un régime hyper
lipidique sans modification de la prise alimentaire (Article Figure 2.). La mesure de la densité
énergétique contenue dans les féeces par bombe calorimétrique ainsi que la mesure de
I'absorption des triglycérides révélent un défaut d’absorption des lipides chez les souris KD.
De ce fait, sous régime standard, trés pauvre en lipides, aucune différence de poids

significative n’est observée entre les souris Sptlc22Her et les témoins.

Les acides biliaires sont des molécules amphipatiques qui permettent, entre autres, la
digestion des graisses dans la lumiére intestinale. Nous avons mesuré par LC/MS (liquid
chromatography/mass spectometry) la composition et la quantité des acides biliaires présents
dans différents compartiments du cycle entéro-hépatique. Nous observons une augmentation
de la taille du pool d’AB dans le foie, la vésicule biliaire et le plasma des souris Sptlc22er,
L’accumulation d’AB dans le foie pourrait étre a I'origine d’une cholestase qui conduit a la fuite
des AB dans le plasma et a la jaunisse. En effet, la bile contient de la bilirubine, un pigment
non soluble dans I'eau issu de la dégradation de ’'hémoglobine. Cette molécule serait ainsi a
I'origine de la couleur jaune du plasma (Article Figure 2.K). Dans leur étude, Li et ses collegues
ont mesuré le flux biliaire qui s’avére diminué chez les souris Sptic2 KO (hépatocyte),

cependant la composition du pool d’acides biliaires n’a pas été explorée (Li et al., 2016).

Nos résultats réveélent une modification de la composition du pool d’AB chez les souris
Sptlc22Her au profit des AB primaires et en particulier I'acide B-muricholique (B-MCA). On
constate une chute du pourcentage d”acide cholique (CA) et des acides biliaires secondaires.
Or, il est maintenant bien caractérisé que les AB secondaires, les plus hydrophobes, ainsi que
le CA facilitent I'absorption des lipides et notamment le cholestérol (Woollett et al., 2004). La
diminution de la proportion des AB secondaires pourrait ainsi étre a I'origine du phénotype
observé. En effet, des souris traitées durant 5 jours avec des antibiotiques présentent une
dysbiose (perturbation de la flore intestinale) et un pool d’AB pauvre en AB secondaires,
conduisant a une moindre absorption des triglycérides et une diminution de la glycémie basale
(Kuno et al., 2018). Dans un premier temps, je discuterai du role potentiel des céramides dans
'apparition de la cholestase hépatique conduisant au développement de la fibrose puis je
m’intéresserai aux conséquences sur le phénotype métabolique, en particulier le défaut de

production et/ou libération de glucose.

Page | 235



Discussion et perspectives

[ sptlc2wmerrC o ' [ sptic2wmerrc ' I sptic2"mHerRC

g

- e [ sptlc2t#erRC ~ [ sptlc2t#eeRC Fokk B sptic2+erRC
< i 4000. I < é: 4200- ;g sece -
I £2 gz
©E o : S am T E
. S| B .
Sptlc2WTHep RC Sptlc2bHep RC Sptlc2WTHep RC Sptlc2bHep RC Sptlc2WTHep RC Sptlc28Her RC

235% CDCA A . T : — . I 0.99% CDCA
w 34.80% CA ‘ \ .30% > 38% CA N P \ = 24.18% CA
w 6275% b MCA / ) .60% b MCA N E / D 0 40.70% bMCA / e 74.44% bMCA
0.76% Secondary bile \ \ \ \ 8.45% Secondary bile acid | \ 0.41% Secondary bile acid
[ [ \

50 pm )

20 jours 45 jours | 120 jours

Figure 35. Evolution de la fibrose hépatique et de la concentration hépatique en acides biliaires
au cours du temps.

Récapitulatif des résultats (mesure de la concetration et composition du pool d’AB dans le foie et
coloration H&E et rouge Sirius sur coupes de foies) obtenus sur les souris Sptlc22Her et Sptlc2WTHer sous
régime standard a 20 jours, 45 jours et 120 jours. Ces résultats suggérent que la fibrose hépatique est

consécutive a l'accumulation d’AB dans le foie, malgré leur nature hydrophile (voir Résultats
complémentaires Figure 32 et Article Figure 4.A).

Les valeurs sont les moyennes + SEM ; n= 2-6 souris par groupe ; les résultats des tests statistiques

sont indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 Sptlc2WTer RC vs Sptlc22Her RC grace au
Mann-Whitney U test

RC : Regular Chow ; CA : Cholic acid ; CDCA : Chenodeoxycholic acid ; B-MCA : beta — Murocholic acid ; T-MCA :
Tauro-muricholique acid
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I Origine de la fibrose hépatique

Nous avons mené une étude longitudinale quant a I'apparition de la fibrose hépatique et
la perturbation de la composition du pool d’AB chez des souris de 20 jours, 45 jours et 120
jours. Les colorations H&E (hématoxyline & €éosine) et rouge Sirius, qui marquent
spécifiguement les fibres de collagene, sur des coupes de foie de souris a différents ages,

nous conduisent aux constats suivants (Article Figure 4.A) :

- Lafibrose hépatique apparait de maniére trés précoce car elle est déja présente chez
les souris Sptlc22HeP de 45 jours et s’aggrave avec I'age.

- Lessouris trés jeunes (20 jours) ne présentent pas de fibrose hépatique mais des amas
de cellules en nécroses (indiqués par des fleches noires), caractéristiques de
'accumulation d’AB, sont visibles sur les coupes H&E.

Par ailleurs, la composition du pool d’AB est perturbée dés 20 jours (Résultats

complémentaires, Figure 32.).

Ainsi, la fibrose hépatique semble consécutive a I'accumulation d’AB dans le foie (voir
Figure 35.).

Il est a noter cependant que I'étude de Li et ses collaborateur-ices, qui présente un modéle de
souris similaire au notre, c’est-a-dire, invalidée pour Sptic2 dans les hépatocytes, propose un
role direct de la diminution en sphingomyéline sur les dommages au foies (Li et al., 2016). En
effet, la SM dans la membrane plasmique permet la stabilisation, via son rble dans les rafts
lipidiques, des jonctions adhérentes qui contiennent notamment de la B-caténine. Une
diminution de la SM dans la membrane plasmique favorise la translocation de la B-caténine
dans le noyau et ainsi la voie de signalisation Wnt/B-caténine, impliquée dans la survenue de
la fibrose hépatique (Ge et al.,, 2014). Une supplémentation en sphingomyéline (1mg/kg/j
pendant 4 semaines) diminue la translocation de la B-caténine jusqu’au noyau. Cependant, la
fiborose hépatique n’a pas été évaluée aprés supplémentation en SM et les mécanismes
conduisant a une translocation de la B-caténine dans le noyau via la modulation de la
concentration en sphingomyéline ne sont pas élucidés. De plus, la mesure des sphingolipides
membranaires (et en particulier les céramides C16:0) n'a pas été réalisée sur les souris
traitées ou non a la sphingomyéline. Cependant, cette hypothése n’est pas a exclure dans

notre modéle d’étude.
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Figure 36. Mesure des transaminases plasmatiques.

Mesure des transaminases ALAT et ASAT plasmatiques chez des souris Sptlc22Her et Sptlc2WT™Her sous
régime standard, supplémentées ou non (par voie i.p) avec de la sphingomyéline a 1,5mg/kg/j pendant
8 semaines. La supplémentation en SM ne semble pas induire de modification de I'activité des ASAT

et ALAT plasmatiques.

Les souris étaient &gées de 3 mois et demi au moment du sacrifice et 45 jours au début du traitement.
Les valeurs sont les moyennes + SEM ; n= 4-6 souris par groupe ; les résultats des tests statistiques
sont indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 grace au Mann-Whitney U test.

ALAT : Alanine Aminotransférase ; ASAT : Aspartate Aminotransférase
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C’est pourquoi, nous avons supplémenté en SM des souris KD et témoins a 1,5mg/kg/j

pendant 8 semaines (Résultats complémentaires figure 30.). Aprés traitement, l'activité

enzymatique des transaminases ALAT et ASAT a été mesurée dans le plasma des souris
Sptlc22Her et Sptlc2WTHer, supplémentées ou non en sphingomyéline et aucune différence
significative n’est observable entre les souris traitées et non traitées (Figure 36). Une
coloration au rouge Sirius sur des coupes de foie issu de ces mémes souris, a également été
réalisée. Les premiéres observations ne semblent pas indiquer de différence quant au
développement de la fibrose hépatigue mais une analyse plus poussée est nécessaire. Au
laboratoire, différentes doses et temps de traitement avaient auparavant été testés sur des
cohortes de souris plus réduite mais les résultats ne semblaient pas montrer de différence
significative tant au niveau de la production hépatique de glucose qu’au niveau des paramétres
plasmatiques et histologiques permettant d’évaluer la fibrose hépatique. De plus, le dosage
des sphingolipides dans le foie des souris supplémentées ou non en SM est actuellement en

cours et I'analyse de ces résultats nous permettra de répondre aux questions suivantes :

- La supplémentation en SM par voie intrapéritonéale induit-elle bien une augmentation
de la SM hépatique ?

- Dans I'hypothése selon laquelle 'hydrolyse de la SM est suractivée chez les souris
Sptlc22Her. une différence du contenu en céramides (et particulierement C16:0) est-
elle observable dans le foie des souris Sptlc22H¢P supplémentée en SM par rapport aux

souris non traitées ? Si c’est le cas, quid de I'expression de la nSmase2 ?

Dans le cas ou la supplémentation en SM n’induit pas d’augmentation de la concentration en
céramides hépatiques (mais au contraire normalise le ratio Cer/SM), la caractérisation d’'une
nouvelle cohorte de souris supplémentées en SM pourrait étre envisagée. Cependant,
l'utilisation de SM C18:0, C22:0 et C24:0 strictement (soit les espéces qui diminuent dans le
foie des souris KD) devra étre privilégiée (et non un mélange de plusieurs SM, issues de lait
de vache). De plus, la supplémentation sur des souris encore plus jeunes (20 jours) permettra
de prévenir plus efficacement la survenue de la fibrose hépatique (dans le cas ou celle-ci est

induite par la baisse de la SM, évidemment).

Par ailleurs, plusieurs études montrent également un role direct des céramides sur le
développement de la fibrose hépatique (voir Introduction, Partie 2. IV c)). Ainsi, un r6le direct
des céramides, indépendamment de la perturbation de 'homéostasie des AB et du contenu
en SM membranaire, n’est pas a exclure. Afin d’explorer ces différentes hypothéses et en
particulier pour discriminer le role direct des céramides du role des AB dans la survenue de la

fibrose hépatique, une supplémentation en colestyramine pourrait étre envisagée.

Page | 239



Discussion et perspectives

En effet, cette molécule possede une forte affinité avec les AB et empéche la recapture des
AB par l'intestin. La mise en place d’un traitement a la colestyramine chez des souris Sptlc22HeP
et Sptlc2V™erjeunes préviendrait la survenue d’une fibrose hépatique potentiellement causée
par une accumulation d’AB dans les hépatocytes. Si la fibrose hépatique persiste malgré le
traitement alors un effet direct (ou indirect via la dimiution de la SM membranaire) des

céramides doit étre envisage.

Ii. Origine de la cholestase

La délétion de Sptlc2 dans le foie semble ainsi perturber la synthése et/ou le transport des AB,
ce qui a pour conséquence une modification du pool d’AB et une accumulation de ces derniers
dans les hépatocytes, vraisemblablement a 'origine de la fibrose hépatique. Le marquage par
immunohistochimie, sur des coupes de foies, de la cytokératine 19, spécifique des
cholangiocytes qui tapissent les canalicules biliaires, montre une désorganisation des
cholangiocytes au sein du lobule hépatique (Article Figure 2. L). De plus, le nombre de
cholangiocytes semble réduit mais une analyse quantitative serait nécessaire pour affirmer ce
résultat. L’'altération du réseau des cholangiocytes perturbe le flux des AB et pourrait étre a

I'origine de la cholestase (cholangiopathie).

Il est tout de méme important de noter le fait que le pool d’AB est plus hydrophile chez les
souris Sptlc22HeP avec une forte proportion de T-MCA et une trés faible proportion d’AB
secondaires (Article Figure 2. J et H). Or, les AB hydrophiles sont moins toxiques pour les
hépatocytes que les AB hydrophobes, plus détergents (Sheps et al., 2021). L’hydroxylation
des AB est un mécanisme de protection en réponse a une cholestase hépatique. Ainsi les
souris Bsep KO (transporteur permettant I'efflux hépatocytaire des AB) présentent un fort taux
d’AB tétra-hydroxylé (ABTH) et la supplémentation de souris Mdr2 KO en ABTH prévient les
dommages aux foies causés par une accumulation d’AB hydrophobes (Wang et al., 2019). La
composition du pool d’AB des souris Sptlc22¢P, trés riche en AB hydrophiles, pourrait de ce
fait étre le résultat d’'un mécanisme de protection visant a diminuer la toxicité des AB. Dans
notre modele d’étude, la chute de I'expression de Cyp8b1l (Figure 2.M) qui permet la synthése
de CA, plus hydrophobe que le MCA, pourrait également participer a ce mécanisme de
protection. La mesure par RT-gPCR des enzymes responsables de I'hydroxylation des AB

dans le foie (Cyp2al2 notamment) permettrait de valider cette hypothese.
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Ii. Role des céramides dans la survenue de la cholestase
hépatique ?
Il existe actuellement peu d’études qui s’intéressent aux rdles des sphingolipides et plus
particuliéerement des céramides dans la survenue des cholestases hépatiques. Mikucka —
Niczyporuk et son équipe ont mis en évidence une augmentation des céramides C16:0 et
C18:0 plasmatiques chez des patientes souffrant d’'une cholestase intra-hépatique au cours
de la grossesse (Intrahepatic cholestasis of pregnancy). La concentration plasmatique en
céramides est normalisée aprés un traitement de la choléstase a 'TUDCA (ursodeoxycholic
acid) (Mikucka-Niczyporuk et al., 2020). Cette étude n’établit cependant pas de lien direct entre
céramide et cholestase puisque I'élévation de la concentration plasmatique en céramides peut
étre consécutive a l'inflammation résultante de I'accumulation des AB cytotoxiques. Une autre
étude montre une augmentation de I'expression hépatique de la nSmase2 conduisant a une
augmentation des céramides C16:0 et C18 :0 suite a un traitement au LCA (Matsubara et al.,
2011). Le LCA est un des AB les plus hydrophobes donc trés toxique pour les hépatocytes.
Les auteur-ices de I'étude suggérent que ces céramides seraient des médiateurs pro-

apoptotiques médiant I'effet du LCA.

Par ailleurs, I'hydrolyse de la SM génere de la phosphocholine, un intermédiaire de la
phosphatidylcholine qui entre dans la composition de la bile. La phosphatidylcholine a un effet
protecteur contre I'effet toxique des AB (Barrios and Lichtenberger, 2000; Ikeda et al., 2017).
L’activation de la voie de la sphingomyélinase dans notre modele pourrait de ce fait agir

comme un mécanisme de protection.

D’autres études démontrent un lien entre le métabolisme des sphingolipides et ’homéostasie
des acides biliaires. Ainsi, dans un modele de souris présentant une NASH, les auteur-ices
ont observé une diminution des céramides hépatiques consécutive a la supplémentation en
Fgf19 (la forme humaine de Fgfl5 qui régule le métabolisme des AB). Ce traitement restore
de nombreux paramétres hépatiques tels que la fibrose, 'accumulation de triglycérides ou
l'augmentation des transaminases plasmatiques (Zhou et al., 2017). Au niveau cellulaire,
Becker et ses collegues désignent les céramides, générés en particulier par la
sphingomyélinase acide, comme les médiateurs pro-apoptotiques des AB hydrophobes
(Becker et al., 2017).

Cependant, aucune étude ne démontre un rble direct des céramides sur la synthése, le
transport ou la composition du pool d’AB. Nos résultats montrent donc pour la premiére fois

un impact de la modulation du métabolisme des sphingolipides sur I’homéostasie des AB.
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Figure 37. Mesure de I’expression des enzymes de synthése des acides biliaires dans une
lignée hépatocytaire murine.

Mesure de I'expression de Cyp7al, Cyp8bl, Cyp2c70 et Cyp27al sur une lignée hépatocytaire murine
(AML12) apres traitement avec des céramides exogenes C2:0 (Cayman, n°catalogue 62510) pendant
48 heures. Les valeurs d’expression sont normalisées avec I'expression de la cyclophiline a et

exprimées par rapport aux témoins.

Les valeurs sont les moyennes + SEM ; n= 3 réplicats par groupe ; les résultats des tests statistiques
sont indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 grace au Mann-Whitney U test.
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Plusieurs hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer les résultats obtenus quant a la

perturbation de 'homéostasie des AB (Article Figure 3.).

Les céramides (ou I'un des métabolites issus du métabolisme des sphingolipides) pourraient
réguler 'expression des transporteurs ou des enzymes de synthése des AB de maniére directe
(par exemple par des modifications épigénétiques comme décrit pour S1P (Hait et al., 2009))
ou indirecte (via des interactions avec des ceramide binding protein). Voir Introduction Partie
2. 111 a).

Les souris Sptlc22HeP présentent une diminution de I'expression de Ntcp, Bsep, Cyp8b1l et
Cyp27al. Il est cependant impossible de déterminer si la modification de I'expression de ces
enzymes est directement liée a l'accumulation des céramides hépatiques (ou d’autres
métabolites pouvant étre produits a partir des céramides, comme le C1P) ou si elle résulte de
'adaptation de l'organisme a une surcharge en acides biliaires. En effet, la diminution de
I'expression de Cyp8bl, Cyp27al et Ntcp favorise la synthése d’AB hydrophiles (le CDCA
pouvant étre transformé en a et B-MCA) et perturbe la recapture des AB par les hépatocytes
au niveau de la veine porte, ce qui contribue a protéger le foie contre 'accumulation d’AB
toxiques. Au contraire, la diminution de I'expression de Bsep pourrait étre a l'origine de

'accumulation d’AB hépatique.

Afin de tester I'effet des céramides sur la synthése des AB, nous avons mesuré I'expression
de Cyp7al, Cyp8bl, Cyp27al et Cyp2c70 (enzymes qui catalysent la synthése des AB) dans
une lignée de cellules hépatocytaires murines (AML12) traitées ou non avec 20nM de
céramides C2:0 pendant 48h. Un test de viabilité au MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) a été réalisé au préalable afin de choisir une concentration et un
temps d’exposition non toxique pour les cellules. Les résultats présentés dans la Figure 37.
montrent qu’un traitement aux céramides C2:0 induit une surexpression de Cyp2c70 et une
tendance a 'augmentation de I'expression de Cyp8bl. Ces données sont contradictoires avec
celles obtenues dans le foie des souris Sptlc22"eP mais suggérent une régulation potentielle de

'expression des Cyp par les céramides.
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I a été montré que [linvalidation d'un géne codant pour un ftransporteur de la
phosphatidylcholine entre les deux feuillets de la membrane plasmique était responsable de
perturbations dans la sécrétion de la bile (Smit et al., 1993).

Par ailleurs, l'invalidation de la cavéoline 1, qui régule notamment le contenu en cholestérol
membranaire, en particulier dans les rafts lipidiques, induit une augmentation de I'expression
de Cyp7al. De maniére intéressante, I'invalidation de cette protéine dans les hépatocytes
murins réprime la voie FXR-SHP (Fernandez-Rojo et al., 2013). Ainsi, la composition de la
membrane plasmique en contact avec les canalicules biliaires (fraction canaliculaires) parait
cruciale a la fois pour le processus de sécrétion de la bile mais aussi pour la composition de
la bile (Yousef et al., 1975). Dans notre modéle, une modification de la composition de la
membrane plasmique, riche en PC et pauvre en SM, pourrait ainsi modifier la sécrétion de la

bile ainsi que sa composition.

D’autre part, une désorganisation des lipides membranaires conduit a une perturbation de la
localisation des rafts lipidiques qui sont essentiels pour I'ancrage des protéines membranaires,
comme par exemple Bsep qui permet le transport des AB des hépatocytes vers les canalicules
biliaires. Une mutation de ce géne ou linhibition de cette protéine est a l'origine du
développement d’'une cholestase (Soroka and Boyer, 2014). Dans notre modéle de souris
transgéniques, nous avons mesuré une diminution de I'expression de Bsep, potentiellement
induite par la désorganisation de la composition des membranes et du trafic membranaires
(Article Figure 2. N).

Dans leur étude, parue en 2016, Li et ses collaborateur-ices ont montré une perte de polarité
des hépatocytes suite a linvalidation hépatocytaire de Sptlc2, conduisant a une
désorganisation de la localisation des transporteurs BSEP et NTCP (visualisée par
immunohistochimie) (Li et al., 2016). Cependant, il n’est pas précisé I'age des souris utilisées
pour cette expérience. En effet, la perte de polarité des hépatocytes peut étre consécutive a

la cholestase hépatique (Wang and Boyer, 2004).

Afin d’affiner cette hypothése, des investigations plus poussées de la composition lipidique
des membranes plasmiques ainsi que la mesure des rafts lipidiques pourraient étre

envisagées sur notre modele de souris KD.
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Comme je l'ai indiqué en introduction, les AB ne sont pas les seuls constituants de la bile. Elle
est également composée par des lipides comme le cholestérol, des phosphatidylcholines et
des céramides. Une augmentation des céramides hépatiques pourrait ainsi conduire a une
augmentation des céramides biliaires. Ces derniers pourraient s’avérer délétéres pour les
cholangiocytes via leurs effets pro-apoptotique (voir Introduction, Partie 2. Il c)). Cette
hypothése permettrait ainsi d’expliquer la désorganisation des cholangiocytes visibles sur les
coupes de foie des souris Sptlc22HeP (Article, Figure 2. K). Le dosage des céramides dans la
bile des souris Sptlc22"eP et témoins (en cours) nous permettra de valider ou non cette

hypothése.

Par ailleurs, les céramides biliaires semblent impliqués dans la formation de calculs biliaires
riches en cholestérol via leur action sur le métabolisme du cholestérol (Subbaiah et al., 2008;
Wou et al., 2021). En effet, chez la souris, un traitement a la myriocine diminue la formation des
calculs biliaires riches en cholestérol (Lee et al., 2010). Nos résultats montrent également un
effet des céramides sur le métabolisme du cholestérol puisque le cholestérol plasmatique total
est augmenté chez les souris KD au contraire du HDL cholestérol (Article Table S.1). D’autre
part, il a été montré que la délétion de Sptlc2 dans le foie (par une approche virale) conduisait
a la diminution de I'apolipoprotéine ApoE, impliquée dans le transport du cholestérol (Li et al.,
20009).

Il est & noter cependant que, outre un effet direct des céramides sur le métabolisme du
cholestérol, la perturbation de I'absorption lipidique observée chez les souris KD ainsi que la
perturbation de la synthése des AB, qui sont produits a partir du cholestérol, auront également

des conséquences sur le métabolisme du cholestérol.
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Figure 38. Schéma récapitulatif de I’hypothése développée dans iii.4.

La délétion de Sptlc2 hépatique conduit, via une surexpression de la nSmase2, a 'augmentation des
céramides hépatiques. Les céramides modifient la synthése ou I'’hydroxylation des AB en faveur d'un
pool d’AB hydrophile antagoniste de FXR. L'inactivation de la voie FXR diminue la synthése des

céramides intestinaux afin de prévenir 'augmentation des céramides plasmatiques et hépatiques.
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Plusieurs études indiquent que Sptlc2 et Smpd3/nSmase2 sont des génes cibles de FXR (Xie
et al.,, 2017; Wu et al., 2021). Il existe donc bien un lien direct entre FXR et le métabolisme
des céramides. De plus, dans leur étude, Xie et ses collaborateur-ices proposent un effet des
céramides intestinaux sur le foie conduisant a la dérégulation de la néoglucogénese (NGG)
(Xie et al., 2017).

A partir de ces études, nous pouvons proposer 'hypothése suivante : 'augmentation des
céramides hépatiques modifie la synthése des AB (par des effets directs ou indirects) en faveur
d’un pool d’AB antagoniste de FXR (riche en T-B-MCA) qui va réguler négativement la
synthése des céramides intestinaux afin de normaliser la concentration des céramides
plasmatiques et hépatiques (voir Figure 38.). Afin d’explorer davantage cette hypothése, il
faudrait mesurer I'expression de Sptlc2 et Smpd3/nSmase2 (entre autres) dans l'intestin et
éventuellement doser les céramides intestinaux. D’autre part, toujours selon cette hypothese,
'accumulation des AB dans les hépatocytes pourrait ainsi étre causée directement par

l'inhibition de FXR qui régule la synthése des AB.

Des études ont montré une corrélation entre les sphingolipides circulants et un déséquilibre
du microbiote intestinal (dysbiose) (Kayser et al., 2019; Rohrhofer et al., 2021). Une dyshiose
pourrait étre a l'origine de la composition du pool d’AB des souris KD, trés pauvre en AB
secondaires. Cependant, la supplémentation en UDCA des souris Sptlc22HeP induit une
modification de la composition du pool d’AB, riche en AB secondaires. Ces résultats montrent
que les souris Sptlc22HeP possédent un microbiote intestinal capable de convertir les AB

primaires en AB secondaires (Résultats complémentaires, Figure 33).
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Pour la premiére fois, nous avons mis en évidence le réle du métabolisme des céramides
hépatiques sur la régulation de I'homéostasie des AB. Les différentes hypothéses
développées ci-dessus questionnent les mécanismes de régulation de 'homéostasie des AB

par les céramides et proposent différentes expériences afin de valider ou non ces hypothéses.

Les souris Sptlc22HeP présentent également une altération de 'homéostasie glucidique qui se
traduit par une diminution de la production et/ou libération du glucose hépatique associée a
une diminution du contenu en glucose-6-phosphate (G6P). De facon intéressante, une étude
a mis en évidence le r6le du glucose-6-phosphate dans la régulation de la synthése des acides
biliaires. Le G6P stimulerait I'expression de Cyp8bl via I'activation du facteur de transcription
ChREBP (Hoogerland et al., 2019). La chute de la concentration hépatique en G6P pourrait
ainsi étre a l'origine de la diminution de I'expression de Cyp8bl et du shift de la composition
d’AB chez les souris KD. Ainsi un effet indirect du métabolisme des sphingolipides, via le G6P,

pourrait réguler ’lhoméostasie des AB.
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lIl) La délétion de Sptlc2 dans les hépatocytes conduit a une
diminution de la production et/ou libération hépatique de
glucose ainsi qu’une réduction du contenu en glycogéene dans
le foie.

L’invalidation de Sptlc2 dans les hépatocytes perturbe 'lhoméostasie énergétique. D’une part,
les souris Sptlc22HeP sont protégées contre I'obésité induite par un régime hyper gras (Article
Figure 2.). D’autre part, elles présentent une diminution de la production et/ou de la libération
hépatique de glucose suite a Tlinjection de pyruvate et de glycérol, deux substrats
glucoformateurs entrant dans la voie de la NGG (Article Figure 3.). La sensibilité a l'insuline,
au niveau systémique, ainsi que la sécrétion d’insuline ne semblent pas impactées dans notre
modeéle d’étude. Au niveau hépatique, la stimulation de la phosphorylation de PKB/Akt par
I'insuline est réduite chez les souris Sptlc22HeP. Cependant, I'insuline réprime la voie de la
NGG. Ainsi, l'effet de la déficience en SPTLC2 hépatique sur la production hépatique de
glucose est indépendant de I'effet de l'insuline. Dans cette partie, je proposerai plusieurs
hypothéses pouvant conduire, dans notre modéle d’étude, a la perturbation des voies de la

néoglucogenése, glycogénolyse et glycogénogénése.

I Hypothese 1 : L’inhibition de la voie FXR réprime la production hépatique de

glucose

Comme je I'ai mentionné précédemment, nous avons observé une modification de la
composition du pool d’AB chez les souris Sptlc22P en faveur d’un pool d’AB antagoniste de
FXR. La mesure de I'expression de FXR et de ses génes cibles dans le foie et 'iléon confirme

que la signalisation FXR est inhibée chez les souris KD (Article Figure 2.0 et 2.P).

De nombreuses études ont mis en évidence le réle de FXR dans la production hépatique de
glucose (Voir Introduction, Partie 1, Il c) i.). Les résultats de ces études restent tres
controversés et il n'‘est pas clairement établi que [linactivation de FXR réprime la
néoglucogenése puisque des études semblent montrer le contraire. Dans notre modéle, étant
donné que I'on n’observe pas de modification de sécrétion d’insuline chez les souris KD, un
effet de la voie FXR intestinale sur la sécrétion d’insuline via la stimulation de la sécrétion de
GLP-1 semble exclu (Article Figure 3.N).

Nous observons une diminution de I'expression de la G6pase dans le foie (Article Figure 3.K),
or il apparait qu’en condition de jeline FXR régule positivement I'expression de G6pase et
induit ainsi la NGG (Renga et al., 2012; Ploton et al., 2018).
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Figure 39. Effet du CAPE sur la néoglucogenése hépatique.
Figure provenant de l'article de Xi et al qui résume I'effet du CAPE sur la néoglucogénése hépatique.
D’apres (Xie et al., 2017).

CS : citrate synthase ; PC : pyruvate carboxylase ; BSH : bile salt hydrolase ; ER : endoplasmic reticulum ; (TB)
MCA : (tauro-B) murocholic acid ; CAPE : caffeic acid phenethylester
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Cependant, comme je 'ai noté précédemment, il existe une quantité d’études qui montrent
des effets contradictoires quant a l'effet de FXR sur la production hépatique de glucose qui
semble, de plus, étre dépendant du statut métabolique et nutritionnel du sujet d’étude. Par
ailleurs, il semble qu’on observe des effets différents lors de la modulation de la voie FXR via
une approche aigué, grace a l'utilisation d’agonistes ou antagonistes de FXR, et lors d’'une
approche génétique (surexpression de FXR par des approches virales ou KO FXR). La
délétion génétigue de FXR semble augmenter la production hépatique de glucose via
induction de la résistance a I'insuline (Ma et al., 2006; Zhang et al., 2006). La perturbation de
la voie FXR/Fgf15/FgfR4 via l'invalidation de la 8-Klotho, un co-récepteur essentiel pour médié
la voie de signalisation Fgfl5, diminue le stockage du glycogéne, favorise 'oxydation des
carbohydrates au détriment des lipides mais ne semble pas avoir dimpact sur la
néoglucogenése (Somm et al., 2018).

Dans notre modéle de souris KD, l'inhibition de la voie FXR est probablement induite par le
pool d’AB antagoniste de FXR. Nous n’avons pas étudié I'évolution du pool d’AB en fonction
du statut nutritionnel associée a I'expression des génes cibles de FXR. Les tests de tolérance
au glycérol et pyruvate ont été réalisés sur des souris a jeun (16 heures). De plus, les souris
Sptlc22Her présentent une hypoglycémie seulement a 5 heures de jelne (Article Figure S4.A
et S4.B). Ces données sont cohérentes avec un effet différentiel de FXR sur la

néoglucogenése et le métabolisme du glycogéne en fonction du statut nutritionnel.

En 2017, une étude a mis en évidence un lien entre les céramides et I'inactivation de la voie
FXR. Les auteur-ices ont supplémenté des souris avec du caffeic acid phenethylester (CAPE),
un composé qui inhibe la bile salt hydrolase (BSH), une enzyme synthétisée par les bactéries
du microbiote intestinal et qui permet la conversion des AB primaires en secondaires. |l en
résulte une augmentation de la concentration en T-B-MCA dans le pool d’AB des souris
traitées et une inactivation de la voie FXR. Ainsi, le modéle développé est proche du phénotype
observé chez nos souris Sptlc22e en termes de composition du pool d’AB. De maniére
intéressante, ces souris présentent une diminution de la concentration en céramides
intestinaux associée a une diminution de I'expression, dans lintestin, des genes impliqués
dans la synthése des céramides comme Sptlc2 et Smpd3/nSmase2. Dans cette étude, les
auteur-ices mettent en évidence une diminution de I'expression de la pyruvate carboxylase
(Pc) induite par une augmentation de I'expression de la citrate synthase (Cs). En effet, 'acétyl-
CoA, le substrat de la CS régule positivement I'expression de la Pc. La diminution de
I'expression de la Pc serait ainsi a I'origine de la baisse de la NGG et ce mécanisme est
indépendant de linsuline. Les auteur-ices suggérent que linhibition de la synthése des
céramides intestinaux conduit a une inhibition des céramides hépatiques a l'origine de

laugmentation de I'expression de la Cs, via la réduction du stress du RE (Voir Figure 39.).
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Malheureusement, les auteur-ices ne présentent pas les résultats du dosage des céramides
hépatiques (Xie et al., 2017).

Dans notre modele (les souris Sptlc22HeP), on observe une diminution de I'expression de la Pc
(Article Figure 3.K) mais qui n’est pas associée a une augmentation de I'expression de la Cs
(Figure 40.) ni & une modulation du stress du RE (Article Figure S5). Cependant, les
conclusions de cette étude sont trés intéressantes car elles suggérent un dialogue entre le foie
et l'intestin via 'axe céramide/FXR/AB et elles renforcent ainsi 'hypothése proposée dans la

partie 2.iii.Hypothese 4.

0 * *

Relative expression of Cs
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Figure 40. Mesure de I’expression de la citrate synthase dans le foie des souris Sptlc22Hep et
Sptlc2WTer sous régime HF.

Les valeurs d’expression sont normalisées avec I'expression de la cyclophiline a et exprimées par
rapport aux témoins. Les valeurs sont les moyennes + SEM ; n= 6 souris par groupe ; les résultats des
tests statistiques sont indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 grace au Mann-Whitney
U test.

Afin d’étudier I'effet de FXR sur la production hépatique de glucose chez les souris Sptlc22Her,
nous avons traité ces souris avec différents agonistes de FXR, la fexaramine, un agoniste du
FXR intestinal et le GW4064, un agoniste de FXR hépatique et intestinal. Les résultats sont

présentés dans les Figures 27. 28. et 29. de la partie résultats complémentaires. Les

traitements par voie orale ne semblent pas modifier la production hépatique de glucose suite
a linjection de pyruvate et de glycérol chez les souris KD. Cependant, étant donné que le
traitement est administré dans de I'huile de mais et que les souris KD présentent un défaut
d’absorption lipidique, il est possible que ces différentes molécules ne soient pas absorbées
par les souris. En effet, le traitement & la fexaramine n’induit pas I'expression du Fgfl5, une
cible de FXR, chez les souris KD au contraire des souris témoins. Afin de confirmer cette
hypothése, il faudrait également mesurer I'expression de Fgfl5 et Shp chez les souris KD et

témoins traitées ou non au GW4064 par voie orale.
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Le traitement au GW4064 par injection intrapéritonéale (i.p) semble au contraire diminuer la
production hépatique de glucose chez les Sptlc22¢P traitées (comparé aux souris Sptlc22Her
non traités) et la glycémie a 5 heures de je(ne est significativement plus basse. Ces résultats
suggerent donc que l'inactivation de FXR ne serait pas impliquée dans la baisse de la NGG
observée chez les souris KD.

De plus, nous avons injecté, dans la veine de la queue, des souris Sptlc22"¢ avec un virus de
surexpression de FXR (adénovirus) ou un virus contréle. L’injection avec le virus de
surexpression FXR s’est avéré |étale au contraire de l'injection avec le virus contréle. Ainsi, la
caractérisation de ces souris n’a pas pu étre possible. Cependant, ces expériences, bien que
réalisée sur un faible nombre d’animaux, semblent indiquer un effet protecteur de I'inactivation
de la voie FXR chez les souris KD. Ces observations renforcent également I’hypothése décrite

en 2.iii.4.

. Hypothése 2 : La fibrose hépatique altére les fonctions hépatocytaires et

perturbe la néoglucogéneése, glycogénolyse et glycogénogénese

Chez les souris Sptlc22HeP, 'accumulation des AB dans les hépatocytes, malgré leur caractére
hydrophile, semble étre la cause de dép6ts de collagéne dans le foie observables sur les
coupes colorées au rouge Sirius. Le développement de la fibrose hépatique pourrait ainsi étre

a l'origine de la perturbation de la production et/ou de la libération de glucose par le foie.

Une étude a mise en évidence une hypoglycémie a jeun associée a une diminution de
'expression de la glycérol kinase (Gk), de la Pepck, de la G6pase ainsi que du contenu
hépatique en G6P chez des souris présentant une fibrose hépatique induite par un traitement
a laspartame (Finamor et al., 2021). Selon les auteur-ices, PGC1a, un co-activateur
transcriptionnel impliqué dans le recrutement de facteurs de transcription essentiels pour
l'induction de I'expression des génes de la NGG, tels que HNF4aq, pourrait étre le médiateur
de l'effet « anti-NGG » (Yoon et al., 2001). En effet, ils ont mesuré une diminution de son
expression et de son contenu protéique dans le foie des souris traitées a I'aspartame. Des
corrélations entre le développement d’'une fibrose hépatique et la modulation de I'expression
des genes impliqués dans les voies de la NGG, glycogénogénése et glycogénolyse ont
également été démontré dans d’autres études mais aucun mécanisme de régulation direct n’a

été mis en évidence (Dong et al., 2016; Xu et al., 2018; Li et al., 2018a).
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Chez 'Homme, une cirrhose hépatique peut-étre associée a des hypoglycémies via un défaut
de stockage du glucose sous forme de glycogene pouvant étre liée a une dérégulation de
I'expression des transporteurs de glucose hépatique ou de la glucokinase (Yamanaka et al.,
1999; Kréhenbuhl et al., 2003). Concernant la NGG, des patients cirrhotiques ne présentent
pas de différence quant a la production hépatique de glucose par rapport aux patients sains
(Nielsen et al., 2005). Par ailleurs, la fibrose hépatique peut-étre consécutive a une stéatose
hépatique associée a un diabéte de type 2 et une insulino-résistance. De ce fait, on observe
une augmentation de la production hépatique de glucose associée a la fibrose hépatique mais
médiée par l'insulino-résistance (Garcia-Compean et al., 2009; Chiang et al., 2011; Li et al.,
2019).

Chez la souris, une étude a montré une diminution de I'expression de la G6pase et du contenu
hépatique en glycogéne, 8 semaines apreés I'induction d’'une fibrose hépatique par ligature des
voies biliaires (Bai et al.,, 2021). Il a également été démontré une perturbation des flux
métaboliques, en faveur de Ila néoglucogenése, chez des souris traitées au
tétrachlorométhane (CCl4), qui induit une fibrose hépatique. Cependant, cette molécule
perturbe le transport des électrons dans la mitochondrie et son effet pourrait étre ainsi
indépendant du développement de la fibrose hépatique (Carvalho et al., 2002).

Dans notre modéle de souris KD, nous avons mesuré par RT-gPCR I'expression de Glut2 qui
permet, entre autres, de transporter le glucose du foie vers le sang et aucune différence

d’expression entre les souris témoins et KD n’est observée (Figure 41.).
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Figure 41. Mesure de I’expression de Glut2 dans le foie.

Mesure de I'expression de Glut2 dans le foie des souris Sptlc22Her et Sptlc2WTHer sous régime HF. Les
valeurs d’expression sont normalisées avec I'expression de la cyclophiline a et exprimées par rapport
aux témoins. Les valeurs sont les moyennes + SEM ; n= 6 souris par groupe ; les résultats des tests
statistiques sont indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 grace au Mann-Whitney U
test.
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Figure 42. Evolution de la fibrose hépatique et réponse hépatique a des injections de glycérol
et pyruvate au cours du temps.

Mesure de la production hépatique de glucose et de la fibrose hépatique au cours du temps chez les
souris Sptlc22Her et Sptlc2WTHer sous régime standard. Les souris Sptlc22Her présentent une altération
de la production ou libération de glucose suite a I'injection de pyruvate ou glycérol dés 45 jours. Cette
altération ne semble pas s’aggraver au cours du temps, au cours du développement de la fibrose
hépatique (visualisée par des coloration rouge Sirius).

Les valeurs sont les moyennes + SEM ; n= 6-10 souris par groupe ; les résultats des tests statistiques
sont indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 Sptlc2W™er RC vs Sptic22Her RC grace
au Mann-Whitney U test ou Anova a deux facteurs suivies de comparaison multiples (test post-hoc)
avec correction Bonferroni.
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Nous avons mis en évidence un effet de I'age sur la sévérité de la fibrose hépatique qui est
ainsi plus importante chez les souris de 120 jours (4 mois) par rapport aux souris de 45 jours
(voir Figure 35.). Afin d’explorer I'impact de la fibrose dans le foie sur la perturbation de la
production hépatique de glucose, nous avons réalisé des tests de tolérance au pyruvate et
glycérol chez des souris agées de 45 jours et 120 jours (voir Figure 42.). On constate un
défaut de la NGG dés 45 jours et qui ne semble pas s’aggraver avec le développement de la
fibrose hépatique. Ainsi ces résultats suggérent que l'altération de la production hépatique de

glucose serait indépendante du développement de la fibrose hépatique.

il Hypothese 3 : la désorganisation des sphingolipides membranaires perturbe

le transport vésiculaire du glucose.

Outre la libération du glucose grace au transporteur GLUTZ2, il existe dans les hépatocytes un
transport vésiculaire du glucose dépendant des microtubules et du cholestérol, qui pourrait
étre régulé par les cavéolines, des protéines impliquées dans la formation des cavéoles
(vésicules riches en cholestérol). En effet, les souris invalidées pour le transporteur GLUT2 ne
présentent pas d’altération quant a la libération de glucose hépatique dans le sang. Ces
résultats ont été confirmés sur des hépatocytes isolés de souris Glut2 KO. D’autre part,
l'invalidation de Glut2 ne semble pas compensée via la surexpression d’'une autre isoforme de
Glut. Cependant, la libération de glucose chez les souris Glut2 KO est impactée par le
changement de température et l'inhibition du trafic du cholestérol, lui-méme médié par les
caveolines, du RE a la membrane (Guillam et al., 1998).

Comme je l'ai souligné précédemment, la délétion de Sptic2 dans les hépatocytes semble
perturber l'organisation des sphingolipides dans les membranes (Li et al., 2016). Cette
hypothése reste a vérifier dans notre modele, notamment par le dosage des différentes
espéces de sphingolipides dans les membranes de différents organites subcellulaires.

Par ailleurs, il a été montré que la supplémentation en céramides exogenes diminuait in vitro
la quantité de cholestérol dans les rafts lipidiques associée a une diminution de la cavéoline 1
(Cavl), une protéine indispensable a la formation des cavéoles (Yu et al., 2005b). Il est
également intéressant de constater que la voie FXR est altérée dans une lignée hépatocytaire
murine invalidée pour la Cavl, associé a une diminution du contenu protéique en PPARa. Les
auteur-ices proposent ainsi un mécanisme de régulation de la synthése des AB par CaV1 (voir
2. iii. Hypothese 2) (Fernandez-Rojo et al., 2013).
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Ces arguments nous permettent d’avancer les hypothéses suivantes :

- Dans notre modéle de souris Sptlc22HeP, 'augmentation potentielle des céramides
membranaires pourrait perturber le transport vésiculaire du glucose et sa libération, en
entrant notamment en compétition avec le cholestérol dans les rafts lipidiques et en
diminuant I'expression ou le contenu membranaire en Cavl.

- L’altération de la synthése des corps cétoniques observée chez les souris Sptlc22Her
(Article Figure S4.E) serait causée par linhibition de PPARa, régulé par les AB.
L’expression de PPARa n’est pas modifiée chez les souris Sptlc22HePpar rapport aux
témoins mais il serait ainsi intéressant de regarder le contenu protéique de PPARa par

western blot (Article Figure S4.D).

Les hypothéses développées ci-dessus questionnent ainsi un rdle indirect des céramides sur
la NGG, la glycogénolyse ou glycogénogénese. Il est a noter que les céramides, via leurs réles
dans l'inflammation et 'apoptose, pourraient également perturber la fonction métabolique des
hépatocytes (voir introduction partie 2. 1ll)). D’autre part, on peut envisager un réle direct des
céramides sur I'expression des génes de la NGG, cependant aucune étude ne met en

évidence de tels mécanismes.

Nos résultats suggérent que la délétion de Sptic2 dans les hépatocytes conduit a une
augmentation des céramides hépatiques via une sur-activation de I'hydrolyse de la SM,
médiée par la nSMase2 (voir 1.ii.). Afin d’explorer le role de la nSMase2 et potentiellement
des céramides C16:0 et C18:0 dans la production hépatique de glucose, nous avons traité des
souris Sptlc22Her et Sptlc2W™eP avec un inhibiteur de la nSMase2 (GW4869) a 15mg/kg/j
pendant 15 jours. Puis nous avons réalisé un test de tolérance au pyruvate et glycérol chez

ces souris traitées ou non. Les résultats, présentés dans la Figure 31. des résultats

complémentaires, montrent une tendance a 'augmentation de la production hépatique de

glucose chez les souris KD traitées. Cependant, ces résultats ne sont pas significatifs.

Dans un premier temps, il conviendrait de vérifier que le GW4869 a bien induit une diminution
de la concentration en céramides hépatiques chez les souris KD. Dans un second temps, de
telles expériences pourraient étre réitérées avec une dose plus importante de GW4869 (une
étude a ainsi montré une inactivation de la nSMase2 aprés un traitement au GW4869 a
30mg/kg/j pendant 3 semaines (Wu et al., 2021)). Enfin, la mesure de la production de glucose
ex vivo sur des hépatocytes primaires de souris (Sptlc227P), traités ou non dans le milieu de
culture avec un inhibiteur de la nSMase2 permettrait de valider I'effet de la nSMase2 et des

céramides sur la production hépatique de glucose.

Page | 258



Discussion et perspectives

Page | 259



2.0

1.5

1.0+

0.51

Relalive expression
(fold change relative control)

0.0

Discussion et perspectives

I:l Sptlc2¥Her HF
. Sptlc2tHer HF

*%*

Ucp3  Adrp3

Figure 43. Mesure de I’expression de Dio2 et de ses genes cibles dans le tissu adipeux brun.
Mesure de I'expression de Dio2, Ucp1, Ucp2, Ucp3 et AdrB3 dans le tissu adipeux brun des souris

Sptlc22Her et Sptlc2WTHer sous régime HF. Les valeurs d’expression sont normalisées avec I'expression

de Rpl19 et exprimées par rapport aux témoins. Les valeurs sont les moyennes + SEM ; n= 6 souris par

groupe ; les résultats des tests statistiques sont indiqués comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001

grace au Mann-Whitney U test.

HF : High Fat ; Dio2 : lodothyronine deiodinase 2 ; Ucp1-3 : Uncoupling protein 1-3 ; AdrB3 : Adrenoceptor beta 3
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Pour conclure, les résultats de cette étude mettent en évidence, dans I'ensemble, le réle crucial
du métabolisme des sphingolipides et potentiellement des céramides C16:0 (associés a une
diminution de la SM hépatique) dans le métabolisme énergétique et les fonctions
hépatocytaires chez la souris, peu importe son régime alimentaire. En effet, la délétion, bien
qgue partielle, de la Sptlc2 dans les hépatocytes induit un grand nombre de perturbations
métaboliques et constitutives dans le foie mais aussi dans I'organisme entier. Au cours de
cette discussion, j’ai émis une série d’hypothéses non exhaustives qui pourraient expliquer les
altérations mises en évidence.

Cependant, étant donné, la quantité de paramétres modifiés a la suite de l'invalidation de la
Sptlc2 hépatique, de nombreuses autres pistes pourraient étre explorées. Par exemple, les
AB agissent en tant que molécules de signalisation sur plusieurs récepteurs nucléaires ou
membranaires (voir Introduction Partie I. lll b) iii.1.).

Le récepteur TGR5 notamment est connu pour médier de nombreux effets métaboliques, en
particulier, son activation régule la thermogénése dans le tissu adipeux brun (Watanabe et al.,
2006). Le LCA, un AB secondaire, trés peu présent dans le pool d’AB des souris Sptlc22Her,
présente une trés forte affinité pour ce récepteur. L'implication de TGR5 dans le phénotype
des souris Sptlc22Her a été trés peu étudiée au cours de mon projet de thése. La mesure de
'expression de Dio2 (un géne cible de TGR5) et d’autres génes impliqués dans la
thermogénése (voir Figure 43.) révéle une diminution de I'expression du récepteur
adrénergique beta 3 (Adrp3) dans le tissu adipeux brun des souris Sptlc22HeP. Ce récepteur
estimpliqué dans la thermogénése du tissu adipeux brun et dans la lipolyse, ainsi la diminution
de son expression pourrait, aussi, étre consécutive a une diminution de la masse grasse
observée chez les souris Sptlc227e?, D’autres données, obtenues au laboratoire, montrent qu'’il
n’y a pas de différence significative de température entre les souris KD et témoins. C’est aussi

le cas concernant le poids du tissu adipeux brun.

De plus, le récepteur a la S1P, S1PR2, est également connu pour étre sensible aux AB
(Kawamata et al., 2003; Studer et al., 2012). L'implication de ce récepteur dans le phénotype
observé chez les souris déficientes en Sptlc2 n’a pas non plus été étudiée au cours de ce
projet et pourrait constituer un lien entre le métabolisme des AB et celui des sphingolipides.
Enfin, le réle du gluthation issu de I'alimentation et du métabolisme des acides aminés pourrait
également étre investigué. En effet, ce composé, impliqué dans la régulation du stress
oxydant, est présent dans la bile et est un inhibiteur endogéne de la nSMase2 (Rutkute et al.,
2007).
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Pour finir, il est également important de garder a I'esprit que, dans notre modéle de souris
transgéniques, les céramides plasmatiques (et en particulier les C16:0) sont augmentés chez
les souris KD par rapport aux témoins. Un role de ces céramides plasmatiques, transportés
dans la circulation périphérique, sur d’autres organes que le foie, dans I'établissement du

phénotype observé est ainsi & considérer.

Afin de mieux comprendre les mécanismes a l'origine de la perturbation de la fonction
hépatocytaire induite par la délétion partielle de Sptlc2 dans les hépatocytes, des approches

ex Vivo et in vitro seraient a privilégier.
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Depuis les années 1990, de nombreuses études ont mis en évidence le réle crucial des
sphingolipides et en particulier des céramides dans de nombreuses voies de signalisation
cellulaires. Ainsi, outre leur réle en tant que constituant majeur des membranes, ces lipides
sont impliqués, en tant que molécules de signalisation, dans les processus d’apoptose et
d'inflammation et sont des médiateurs essentiels dans [I'établissement de maladies

métaboliques telles que la stéatose hépatique non alcoolique ou le diabéte de type 2.

Les hépatocytes constituent les principales cellules du foie et exercent de nombreuses
fonctions vitales pour 'organisme comme la production et la libération de glucose au cours du

jelne ou la synthése des acides biliaires.

Le développement d’'un modeéle de souris présentant une délétion partielle de Sptlc2, 'enzyme
limitante de la voie de synthése de novo des céramides, dans les hépatocytes nous permet
de mieux comprendre le réle du métabolisme des sphingolipides et son implication dans la
survenue de maladies hépatiques. Les souris Sptlc22HeP et Sptlc2W™eP ont été nourries avec
un régime hyper lipidique afin d’explorer le rble des céramides hépatiques dans un contexte
pathologique et notamment la survenue du diabéte de type 2. De plus, une étude longitudinale
a été conduite dans le but de mieux comprendre la survenue des altérations hépatiques qui

apparaissent au cours du temps chez ces souris transgéniques.

Les résultats obtenus apres la caractérisation des souris Sptlc22HeP mettent en évidence le rble
essentiel des céramides dans les fonctions hépatocytaires et permettent d’établir un lien entre
le métabolisme des sphingolipides et des acides biliaires ainsi que la production hépatique de
glucose, encore trés peu décrit dans la littérature. Le Farnesoid X receptor, un récepteur
nucléaire sensible aux acides biliaires impliqué a la fois dans la régulation de ’homéostasie
des AB et du métabolisme énergétique, semble étre au cceur de I'axe céramide/acides
biliaires/néoglucogeneése. De nombreuses études s'intéressent au role de ce récepteur
nucléaire dans la production hépatique de glucose mais les résultats restent trés controversés

et ses mécanismes d’action ne sont que partiellement décrits.
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Figure 44. Schéma récapitulatif des différents résultats obtenus dans le foie, suite ala
caractérisation d’un modéle de souris déficientes en SPTLC2.

Les différentes hypothéses discutées dans la partie précédente sont replacées sur la figure.
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Malgré la baisse de I'expression de Sptlc2 dans le foie, on observe une augmentation de la
concentration des céramides hépatiques et hépatocytaires associée a une surexpression de
la sphingomyélinase neutre 2.

De facon intéressante, nos résultats suggerent, pour la premiere fois, un mécanisme de
compensation entre les différentes voies de synthése des céramides intracellulaires et un
potentiel dialogue inter-organes permettant d’assurer un maintien de la production des
céramides hépatiques. Ainsi, bien que de nombreuses études soulignent les effets délétéres
des céramides pour I'organisme, les résultats de notre étude soulignent I'importance des
céramides hépatiques. La Figure 44. résume les résultats obtenus, dans le foie, au cours de

notre étude et replace les différentes hypotheses envisagées au cours de la discussion.

Cette étude ouvre de nouvelles perspectives et pistes de travail concernant le réle des
céramides dans 'lhoméostasie énergétique et montrent pour la premiére fois I'existence d’'un

axe céramide/FXR/acides bilaires/néoglucogenése.
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3KDSR : 3-ketosphinganine reductase
AA : acides aminés

AB : acides biliaires

ABCAL : ATP-binding cassette Al

ABCBA4 : ATP-binding cassette subfamily B
member 4

ABCG5/8 : ATP-binding cassette subfamily G
member 5/8

ACAT : acyl-CoA cholesterol acyl transferase
ACC : acetyl-CoA carboxylase

aCDAse : acide ceramidase

Acétyl-CoA : acétyl-coenzyme A

AG : acide gras

AGS : acide gras saturé

AKR1C4 : aldo-keto reductase family 1
member C4

AKR1D1: aldo-keto reductase family 1
member D1
ALAT : alanine aminotransferase

alkSMase : alkaline sphingomyelinase.

AMPc : adenosine monophosphate cyclique
AP-1 : activating protein 1

Apaf-1 : apoptotic peptidase activating factor 1
ASAT : aspartate aminotransferase

ASBT : apical sodium-dependant bile acid
transporter

aSMase : acid sphingomyelinase

ATP : adenosine tri-phosphate

BAAT : bile acid amino acid N-acyltransferase
BACS : bile acid-CoA synthetase

Bad : Bcl-2 associated agonist death promoter

Bak : Bcl-2 homologous antagonist killer

Bcl-2 : B-cell ymphoma 2

Bid : BH3 interacting-domain death agonist

BSEP : bile salt export pump
BSH : bile salt hydrolase
C1P : ceramide-1-phosphate

CA : cholic acid
CAD : caspase activated DNAse

CAN : calcineurine

CAPP : ceramide activated protein
phosphatase

CAR : constitutive androstane receptor
Casp3: caspase 3

Casp7 : caspase 7

Casp9 : caspase 9

CBP : ceramide binding protein

CBP : CREB-binding protein

CCK : cholecystokinin

CD36 : cluster of differenciation 36
CD95 : cluster of differenciation 95

CDCA ; chenodeoxycholic acid
Cer : céramide

CERK : ceramide kinase
CERT : ceramide transfer protein
CGT : ceramide galactosyltransferase

ChREBP : carbohydrate responsive element
binding protein

COL1A2 : collagen type | alpha 2 chain
CPE : ceramide phosphoethanolamine
cPLAZ2 : group IV phospholipase A2 family
CPT1 : carnitine palmitoyl transferase

CPTP : C1P transfer protein
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CREB : c-AMP response element-binding
protein

CRTC2: CREB regulated transcription
coactivator 2

Cyp2c70 : cytochrome p450 family 2 subfamily
C member 70
Cyp7al : cholesterol 7a hydrolase

Cyp7b1l: cytochrome p450 family 7 subfamily
B member

Cyp8bl : cytochrome p450 family 8 subfamily
B member 1

Cyp27al: cytochrome p450 27 subfamily A
member

Cyp39AL1l : cytochrome p450 family 39
subfamily A member 1

DAG : diacylglycerol

DCA : deoxycholic acid

DEGS1 : delta 4-Desaturase, sphingolipid 1
DGAT : diacylglycerol acyltransferase
(dh)CerS : (dihydro)céramide synthase
DIO2 : iodothyronine deionidase 2

DISC : death-inducing signaling complex

EED : polycomb protein embryonic ectoderm
development

ELOVL : elongation of very long chain fatty
acid

EMT : epithelial to mesenchymal transition
ER : endoplasmic reticulum,

ERK1/2 : extracellular signal-regulated kinase
%

F-2,6-BP : fructose-2,6-biphosphate
F1BP : fructose 1,6-bisphophatase
FAD : flavin adenin dinucleotide

FAN : factor associated with neutral
sphingomyelinase

FAPP2 : four phosphate adaptor protein 2
FAS : fatty acid synthase

FATP4 : fatty acid transport protein 4
FBP1 : fructose-biphosphatase 1

Fgf15 : fibroblast growth factor 15

Fgfr4 : fibroblast growth factor receptor 4
FoxA1 : forkhead box protein A1

Annexes

FOXAZ : forkhead box protein A2
FOXOL : forkhead box protein O1
FXR ; farnesoid X receptor
G1P : glucose-1-phosphate
G6P : glucose-6-phosphate
G6Pase : glucose-6-phosphatase

G6PC : glucose-6-phosphatase, catalytic
subunit

G6PT : glucose-6-phosphate transporter
GALl : asialoGM1

GAZ2 : asialoGM2

GalCer : galactosylceramide

Gbh2 : galabiosylceramide (Gala7-4GalCer)
Gb3 : globotriaosylceramide

Gb4 : globoside

GK : glucokinase

GlcCer : glucosylceramide

GLP-1: glucagon-like peptide 1

GLUT : glucose transporter

GM4 : sialyl GalCer.

GP : glycogéne phosphorylase

GPAT : glycerol-3-phosphate acyl transferase
GR : glucocorticoide receptor

GS ; Glycogene synthase

GSK3 : glycogéne synthase kinase 3
GTP : guanosine tri-phosphate

H&E : haematoxylin & eosin

HCA : hyocholic acid

HDCA : hyodeoxycholic acid

HDL : high density lipoprotein

HNF4a : hepatocyte nuclear factor 4a
HRE : hormone response element

HSC : hepatic stellate cell

HSD3B7 ;
dehydrogenase
HTRAZ2 : high temperature requirement protein
A2

IBABP : intestinal bile-acid binding protein

hydroxy-delta-5-steroid
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IDL : intermediate density lipoprotein

IKK : ikB kinase

[I-1-B : Interleukin-1-4

[I-1-R1 : Interleukin 1 receptor type 1
INSIG-2a : insulin induced gene 2

IRAK-1 : lI-13 receptor associated kinase 1
IRS : Insulin receptor substrate

JNK : c-Jun N-terminal kinase

KO : Knock-Out

LacCer : lactosylceramide

LC/MS : chromatographie en phase
liquide/spectrométrie de masse

Lc3 : lactotriaosylceramide

LCA : lithocholic acid

LCAT : lecithin cholesterol acyltransferase
LDH : lactate deshydrogenase

LDL : low density lipoprotein

LDL-R : LDL receptor

LPL : lipoprotein lipase

LRH-1 : liver receptor homolog 1

LRP : lipoprotein receptor related protein
LXR : liver X receptor

MAC : matrice extra-cellulaire

MAFG : V-maf avian musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogen homolog G

MAPK : mitogen-activated protein kinase
MCP1 : monocyte chemoattractant protein 1
MDCA : murideoxycholic acid

MDH : malate dehydrogenase

MDRZ1a/b : multi drug resistance protein 1 a/b
MDR2 : multi drug resistance protein 2

MRP2-4 : apical sodium-dependant bile acid
transporter 2-4

mSMase : mitochondrial sphingomyelinase

MTORC2 : mechanistic target of rapamycin
complex 2

MTP : microsomal triacylglycerol transfer
protein

Annexes

MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide

NAD+ : nicotinamide adenine dinucleotide

NADPH : nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate

NAFL : non alcoholic fatty liver
NASH : non-alcoholic steatohepatitis
NF-kB : nuclear factor-kappa B
NGG : néoglucogenése

NK : natural killer

NLRP3 : NOD-like receptor family pyrin
domain containing 3

NLS : nuclear localization sequence

NR1H4/5 : nuclear receptor subfamily 1 group
H member 4/5

NSD : neutral sphingomyelinase 2 domain
nSMase : neutral sphingomyelinase
nSMase?2 : neutral sphingomyelinase 2

NTCP : Na+ Taurocholic Acid Cotransporting
Polypeptide

OAA : oxaloacetate

OATP : organic anion transporting polypeptide
OMS : organisation mondiale de la santé
ORMDL : orsomucoid-like proteins

OSTa/B : organic solute transporter alpha/beta
P9ORSK : ribosomal s6 kinase

PARP : poly(ADP-ribose) polymérase

PC : pyruvate carboxylase

PDKZ1 : pyruvate déshydrogenase kinase

PEP : phosphoenolpyruvate

PEPCK : phosphoenolpyruvate carboxykinase.
PFK1 : phosphofructokinase 1

PGCla: peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1-alpha

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PIP2 : bisphosphate du phosphatidyl-inositol
4,5

PIP3 : phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate
PKA : protein kinase A
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PKB/AKkt : protein kinase B

PKC : protéine kinase C

PKCZ{ : protein kinase C zeta

PKD : protein kinase D

PKR : protein kinase R

PP1A/PP2A : protein phosphatase 2 A
PP2B : protein phosphatase 2B

PPARa : peroxisome proliferator-activated
receptor alpha

PTEN : phosphatase and tensin homologue
detected on chromosome 10

RAC1 : ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1

RACK1 : receptor for activated c-kinase 1
RCPG : récepteurs couplés aux protéines G
RE : reticulum endoplasmique

RN : récepteurs nucléaires

RXR : retinoid X receptor

S1P : sphingosine-1-phosphate

S1PP1/2 : S1P phosphatase Y2

S1PR : sphingosine-1-phosphate receptor
SCAP : SREBP cleavage activating protein
SCARBL : scavenger receptor class B type |
SCD1 : stearoyl-CoA desaturase

SHP : small heterodimer partner

Si RNA : small interfering RNA

SIK2 : serine/threonine-protein kinase

SL : sphingolipides

SM : sphingomyéline

SMAC : second mitochondria-derived activator
of caspases

SMase : sphingomyelinase

Smpd : sphingomyelin phosphodiesterase
SMPD : sphingomylein phosphodiesterase
SMS : sphingomyelin synthase

SMSr : sphingomyelin synthase related protein

Sphk1 : sphingosine kinase 1

Annexes

Sphk1/2 : sphingosine kinase %2
Spns2 : spinster transporter 2
SPT : sérine palmitoyl transférase

SPTLC1/3 : sérine palmitoyltransférase longue
chaine sous-unité 1/3

SREBP1/2 : sterol regulatory element binding
protein 1/2

ssSPTa/b : small subutine serine
palmitoyltransferase a/b

StarD7 : StAR related lipid transfer domain
containing 7

Sult2A9 : sulfotransferase family 2A member 9
TACE : TNF-a converting enzyme

TAZ : transcriptional co-activator with PDZ-
binding motif

TG : triglycéride

TGRS : Takeda G protein Receptor
TLR4 : toll like receptor 4

TNF-R : TNF receptor

TNF-a : tumor necrosis factor alpha
TNFR1 : tumor necrosis factor receptor

TRAIL R % : tumor necrosis factor related
apoptosis inducing ligand

UDCA : ursodeoxycholic acid

UDPGT : uridine 5
diphosphoglucoronosyltransferases

UGCG : UDP-glucose ceramide
glucosyltransferase

UPR : unfolded protein response

VDACL1/2 : voltage-dependent anion-selective
channel %

VLDL : very low density lipoprotein
XIAP : X-linked inhibitor of apoptosis protein
YAP : yes-associated protein

o/B/w MCA : alpha/beta/omega muricholic acid
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Annexes

Le travail présenté dans ce manuscrit de thése a fait I'objet de plusieurs communications

orales et affichées en congrés nationaux et internationaux :

Septembre 2020

Communication orale au 56°™ congrés annuel de L’European Association for the Study of
Diabetes (EASD), Virtuel.

Serine palmitoyl transferase 2 deficiency in mice hepatocytes induces changes in bile
acids composition and improves glucose tolerance.

J. Lallement, E. Foppen, F. Lachkar, D. Rainteau, G. Merlan, F. Preitner, A. Rebelo Pimentel,
M. Schiffano, M. Croyal, M. Krempf, F. Foufelle, T. Tordjmann, H. Le Stunff, C. Magnan, C.

Cruciani-Guglielmacci

Septembre 2020

Communication orale au congrés annuel de la société francophone du diabéte (SFD), Virtuel.

L’invalidation de la sérine palmitoyltransferase 2 dans les hépatocytes change la
composition en acides biliaires et protege les souris de la prise de poids induite par un

régime gras.
J. Lallement, E. Foppen, F. Lachkar, D. Rainteau, G. Merlan, F. Preitner, A. Rebelo Pimentel,
M. Schiffano, M. Croyal, M. Krempf, F. Foufelle, T. Tordjmann, H. Le Stunff, C. Magnan, C.

Cruciani-Guglielmacci

Septembre 2019

Communication affichée et discutée au 55°™ congrés annuel de L’European Association for
the Study of Diabetes (EASD), Barcelone

Serine palmitoyl transferase 2 deficiency in mice hepatocytes improves glucose

tolerance and protect against obesity
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J. Lallement, E. Foppen, F. Lachkar, D. Rainteau, G. Merlan, F. Preitner, A. Rebelo Pimentel,
M. Schiffano, M. Croyal, M. Krempf, F. Foufelle, T. Tordjmann, H. Le Stunff, C. Magnan, C.

Cruciani-Guglielmacci

Mars 2019

Communication orale au congrés annuel de la société francophone du diabéte (SFD),

Marseille

La délétion de la sérine palmitoyltransferase 2 dans le foie protege des effets déléteres

sur ’homéostasie glucidique induits par un régime hyperlipidique chez la souris
J. Lallement, E. Foppen, N. Kassis, H. Le Stunff, C. Magnan, C. Cruciani-Guglielmacci
Mars 2019

Communication affichée au congrés de I'lnternational group of Insulin Secretion (IGIS), Saint-

Jean-Cap-Ferrat

Serine Palmitoyl Transferase 2 deficiency in hepatocytes decreases fasting glycemia

and protects against obesity in mice

J. Lallement, E. Foppen, N. Kassis, H. Le Stunff, C. Magnan, C. Cruciani-Guglielmacci

Par ailleurs, au cours de ma thése, j’ai participé a d’autres projets qui ont donné lieu aux

publication suivantes (une en cours de review) :

Bravo-San Pedro JM, Sica V, Martins |, Pol J, Loos F, Maiuri MC, Durand S, Bossut N,
Aprahamian F, Anagnostopoulos G, Niso-Santano M, Aranda F, Ramirez-Pardo |, Lallement
J, Denom J, Boedec E, Gorwood P, Ramoz N, Clément K, Pelloux V, Rohia A, Pattou F,
Raverdy V, Caiazzo R, Denis RGP, Boya P, Galluzzi L, Madeo F, Migrenne-Li S, Cruciani-
Guglielmacci C, Tavernarakis N, Lopez-Otin C, Magnan C, Kroemer G. Acyl-CoA-Binding
Protein Is a Lipogenic Factor that Triggers Food Intake and Obesity Cell Metab. 2019 Oct
3;30(6):1171. doi: 10.1016/j.cmet.2019.10.011.

Ana Rodriguez Sanchez-Archidona, Céline Cruciani-Guglielmacci , Leonore Wigger , Clara

Roujeau, Justine Lallement, Jessica Denom, Nadim Kassis , Christian Klose, Kai

Simmons, Mark Ibberson, Michele Solimena, Christophe Magnan, Bernard Thorens. Plasma
triacylglycerols are biomarkers of beta-cell function in mice and humans and correlate with

PITPNC1 a new regulator of insulin secretion. En review Cell Report.
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Réle de la synthese de novo des céramides hépatiques dans I’lhoméostasie
énergétique chez la souris :

Caractérisation d’'un modéle de souris déficientes en sérine palmitoyltransférase 2
dans les hépatocytes

Les sphingolipides (SL) constituent une large famille de lipides dont les réles sont multiples et essentiels au sein des cellules. lls
possedent un rdle structural dans les membranes mais permettent également de réguler de nombreuses voies de signalisation.
Les céramides se situent au coeur du métabolisme des SL et il existe trois voies de synthése aboutissant a leur production. Parmi
elles, la voie de synthése de novo permet la formation de céramides suite a la condensation d’'une sérine et d’un palmitoylCoA,
catalysée par la sérine palmitoyl transférase (SPT). Ces derniéres années, une attention particuliere a été portée aux céramides
de par leur implication dans I'insulino-résistance conduisant au diabéte de type 2. En effet, ces derniers sont capables de perturber
les voies de signalisation en réponse a l'insuline. Les céramides sont également décrits en tant que molécules pro-apoptotiques

et médiatrices de I'inflammation.

L’objectif de ce travail est de caractériser le role de la synthése de novo des céramides hépatiques sur le métabolisme énergétique
et la fonction hépatique chez la souris. Au cours de cette étude, nous avons généré des souris mutantes grace au systeme cre-
lox. Ainsi, les souris Sptlc22"P n’expriment pas la SPTLC2, une sous unité de la SPT dans les hépatocytes spécifiquement. Ces
souris ont été nourries avec un régime normal ou hyper lipidique afin de provoquer l'installation de troubles métaboliques, en

particulier une intolérance au glucose et une résistance a l'insuline.

Malgré l'inhibition de Sptlc2, les souris Sptlc22HeP présentent un contenu hépatique en céramides plus élevé par rapport aux
témoins. La mesure des différentes especes de SL hépatiques a cependant révélé une déplétion en sphingomyeline chez les
souris mutantes. L’'analyse de I'expression des enzymes impliquées dans les différentes voies de synthese des céramides a
montré une surexpression tres significative de la sphingomyéline phosphodiesterase 3 (Smpd3), codant pour la sphingomyélinase
neutre 2 (nSMase2), une phospholipase qui catalyse I'hydrolyse de la sphingomyeline en céramides.

Ces données suggerent I'existence d’un mécanisme de compensation entre les différentes voies de synthése des céramides.
D’un point de vue métabolique, nous avons montré que les souris Sptic22eP étaient protégées contre I'obésité induite par un
régime hyper lipidique. En effet, ces derniéres présentent une modification de leur pool d’acides biliaires (AB) en faveur d’un pool
beaucoup plus hydrophile par rapport aux témoins, induisant ainsi un défaut d’absorption des lipides. Nous avons mesuré, dans
ce pool d’AB, une concentration trés élevée d’acide tauro-murocholique (T- MCA), un antagoniste connu du facteur de
transcription FXR, impliqué dans la régulation de la synthése des AB mais également dans le métabolisme glucidique. La mesure
de I'expression de FXR et de ses génes cibles a révélé une inhibition de la voie FXR chez les souris Sptlc227P, Nous avons
également caractérisé chez les souris Sptlc22"eP un défaut de la production hépatique de glucose, associé a une meilleure
tolérance au glucose et a une glycémie a jeun plus basse. De plus, les souris Sptlc22He® présentent une fibrose hépatique qui se

développe et s’aggrave avec I'age, associée a des infiltrats inflammatoires et a I'induction d’'une apoptose anormale.

L’ensemble de nos travaux montre pour la premiére fois I'existence d'un mécanisme de compensation entre les différentes voies
de synthése des céramides afin de maintenir une concentration en céramides hépatiques élevées. Ces résultats suggerent
également un réle direct des céramides sur la synthese ou le transport des acides biliaires et mettent en évidence le rble délétere
des céramides sur différentes fonctions hépatiques. Ces céramides déléteres pour le foie semblent étre synthétisés par la

nSMase2 qui pourrait constituer une cible thérapeutique potentielle dans le développement de maladies hépatiques.



