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INTRODUCTION

On rencontre tres frequemment des tumeurs cutanées en pratique vétérinaire équine, que
ce soit en médecine de terrain ou en centre de référés (Scott, Miller 2011; Meuten 2017). En
effet, la peau est I'organe a l'origine du développement de prés de 50% des affections
tumorales du cheval adulte (Knottenbelt, Patterson-Kane, Snalune 2015). Parmi les
néoplasies les plus diagnostiquées représentant prés de 90% des tumeurs cutanées du
cheval, on retrouve :

» Les sarcoides avec une prévalence globale d’'un a 12% : on estime ainsi qu’un cheval
sur 10 présente au moins une sarcoide au cours de sa vie. Ce sont des tumeurs
mésenchymateuses d’origine fibroblastique qui apparaissent a des localisations
variées, avec une prédilection pour la téte, 'encolure et les régions ventrales du corps
notamment le passage de sangle. Leur développement est multifactoriel, avec une
forte implication des papillomes bovins de type | et |l ainsi que I'expression de certains
geénes. Bien que bégnines, elles peuvent se montrer localement agressives et entrainer
une impotence fonctionnelle et/ou une douleur. Elles sont classées en six formes
cliniques : occulte, verruqueux, nodulaire, fibroblastique, malin et mixte (Knottenbelt
2005).

= Les carcinomes épidermoides, autrefois appelés épithéliomas spinocellulaires. lls
représentent la seconde cause de tumeur cutanée derriére les sarcoides. Ce sont des
tumeurs malignes issues des kératinocytes, cellules épithéliales de I'épiderme et des
muqueuses, elles sont agressives localement et possedent un potentiel métastatique.
lls touchent principalement les chevaux agés et sont plus fréquents chez les hongres.
Leur pathogénése est étroitement liée a I'exposition aux rayons ultraviolets. lls
évoluent soit en une forme ulcérée soit vers un aspect prolifératif. lls sont
majoritairement retrouvés au niveau du pénis et de ses annexes ainsi qu’en position
périoculaire.

Ces tumeurs peuvent entrainer par leur potentiel métastatique et leur envahissement loco-
régional des conséquences fonctionnelles graves, impactant les performances sportives et la
qualité de vie du cheval atteint. C’est pourquoi il est primordial de les détecter et de les prendre
en charge précocement. Ce n’est pas suffisamment réalisé aujourd’hui car les propriétaires ne
considerent pas toujours une masse cutanée comme un motif de consultation, cela entraine
des détections et des prises en charge tardives et par conséquent un pronostic vital et sportif
plus sombre au moment du diagnostic.

L’exérése chirurgicale (scalpel ou laser) représente le traitement conventionnel de toute
tumeur cutanée, cependant elle présente différentes limites (Sprayberry, Robinson 2015) :

= Le traitement chirurgical seul entraine un risque de récidive locale élevé, notamment
pour les sarcoides équines.

= Selon la taille, 'envahissement et la localisation de la tumeur (par exemple pour les
masses situées en partie distale des membres ou en périoculaire), la résection peut
parfois se révéler impossible ou les marges d’exérése seront insuffisantes pour retirer
la totalité des cellules tumorales.
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Afin de pallier ces problématiques, il a été développé ces derniéres décennies différentes
techniques médicales annexes dans le traitement des tumeurs cutanées. Elles peuvent étre
utilisées seules, couplées ou en complément d’'une technique chirurgicale. Elles entrent alors
dans 4 catégories que I'on définira ainsi :

= Traitement adjuvant : Traitement permettant de prévenir un risque de récidive locale
ou de métastases, qui est utilisé en péri ou post opératoire.

= Traitement néoadjuvant. Traitement permettant de réduire la taille de la tumeur,
souvent en vue d’une exérése chirurgicale par la suite.

» Traitement curatif : Traitement parfois suffisant pour éliminer les tumeurs de petite taille
peu invasives.

= Traitement palliatif : Traitement visant a obtenir une rémission clinique et un confort
satisfaisant de I'animal atteint.

Si chaque technique d’oncologie moderne a déja été utilisée avec succés en médecine
humaine et vétérinaire, il existe parfois peu de preuves scientifiques étayées de leur efficacité
dans le domaine équin. L’objectif de cette étude bibliographique sera donc de passer en revue
les modalités de fonctionnement des différents traitements non chirurgicaux des principales
tumeurs cutanées du cheval, et de parcourir les publications scientifiques récentes pour y
trouver ou non des preuves d’efficacité et soutenir leur utilisation actuelle par la médecine
factuelle.

Dans le cadre de cette thése, nous nous intéresserons essentiellement aux méthodes
cytotoxiques en paralléle ou non de la chirurgie (Figure 1). L'utilisation de traitements a visée
biologique comme 'immunothérapie ne seront pas abordées.

Thérapie
Cancéreuse

Ablative

Biologique

, b
Opération ! | Chimiothérapie ‘ Immunothérapie
| = 1 ] —
Laser/diathermie ! | Radicthérapie ‘ Waccination
Cryothérapie i Thérapie & base de Cytokines
Hyperthermie Thérapie génique
(Vasculaire)
Ligature
| Photothérapie ‘ Phytothérapie
: : S
Electro-chimiothérapie ‘

."'--_......... S S o i S i S Sl e e G e ......_,»'-’

Figure 1 : Classification des différentes méthodes de thérapie anti-cancéreuse (Traduit de
Knottenbelt, Patterson-Kane, Snalune 2015)
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PARTIE 1

PREREQUIS : CONNAISSANCES GENERALES

SUR LE CYCLE CELLULAIRE

1. RAPPELS DE GENOMIQUE ......cciiiiiaiiiieeiiieeeniieeeieee e e siee e ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.
a. Lenucléotide .........ceeeeieeeeeiieiiee e Erreur ! Signet non défini.
b. Structure des acides nucléiques ...............ccccccooeeeeacnenn... Erreur ! Signet non défini.

2. LE CYCLE CELLULAIRE .....ciiiiitaitieaitieeenieee et eeiee e ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.
a. Phases du cycle cellulaire................ccccovvreeeeeeeeeeescrnne. Erreur ! Signet non défini.
b. La réplication de FADN...........ccccoovoeiemioiiiiiiieeeeee Erreur ! Signet non défini.
c. Latranscription du brin codant en ARNm........................ Erreur ! Signet non défini.
d. LAMUIOSE oo Erreur ! Signet non défini.

3. POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAIRE........cceeruuennne ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.

4. LA MORT CELLULAIRE ET SES MODALITES ....evvvveeeiiieeeaaneeeen. ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.
a. Bases moléculaires de I'apoptose...........ccccccveeeeeeecennnen. Erreur ! Signet non défini.

i.  Voie cellulaire intrinséque mitochondriale..................... Erreur ! Signet non défini.

ii. Voie cellulaire extrinsS€que..........cccveevveeeiiiiiiiiiieeeee e, Erreur ! Signet non défini.

D. L@ NECIOSE ......coooieeeee e Erreur ! Signet non défini.
C. Lautophagie ..........ccceeeiieeeeieeiiiieieee et Erreur ! Signet non défini.
5. PARTICULARITES DE LA CELLULE CANCEREUSE .........ccc.c...... ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.
6. CONCLUSION ....otiieiiiieiiie ettt ettt ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.

Les différentes méthodes de traitement en oncologie moderne reposent sur leur
capacité a provoquer la mort des cellules cancéreuses, tout en épargnant autant que possible
les tissus sains environnants. Pour comprendre les cascades d’événement menant a 'arrét du
cycle cellulaire et a la mort des cellules visées, il est nécessaire de comprendre comment est
structuré le génome eucaryote, quelles sont les étapes du cycle cellulaire et les processus qui
déclenchent la mort de la cellule. Cela fera donc I'objet de la partie suivante, qui, dans I'optique
d’étre rapide et simple de compréhension, ne sera pas exhaustive. (Krebs, Goldstein,
Kilpatrick 2018; Dautel 2017)
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1. Rappels de génomique

a. Le nucléotide

L’information génétique de tout étre vivant est portée par des acides nucléiques : 'ADN (acide
désoxyribonucléique) sous forme de chromatine contenue dans le noyau de chaque cellule,
et 'ARN (acide ribonucléique).

Le nucléotide (monomére) constitue I'unité élémentaire des acides nucléiques (polymére). Il
est formé de trois éléments, associés entre eux par des liaisons covalentes (Figure 2) :

= Une base nucléique purique (adénine ou guanine) ou pyrimidique (cytosine, thymine
pour I’ADN ou uracile pour 'ARN).

= Un sucre pentose : ribofuranose possédant le groupement OH en 2' pour 'ARN ou
désoxyribofuranose avec un atome d’hydrogéne en 2’ pour 'ADN

Nota : ces deux éléments associés forment un nucléoside, précurseur du nucléotide

= Un ou plusieurs groupements phosphates de formule -H3zPOa4. Les nucléotides utilisés
dans la synthése d’acides nucléiques sont des nucléotides triphosphates.

1 nucléotide = 1 base azotée + 1 pentose + 1,2 ou 3@

NH,
O O (0] N
N
Il [l Il .
0O—P—0—P—0—P—0—CH, <N \) Adénine (A}
I | | O =z ou
on 0N @ N Guanine (G)
ou
Thymine (T)
- Une molécule de petite taille ou
- Globalement hydrophite OH (OH Cytosc,;ne (@)
« Potentiellement réactive (désoxy) ribose i cilIJe )

Figure 2 : Composition de base du nucléotide (Dautel 2017)
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b. Structure des acides nucléiques

Dans les acides nucléiques, macromolécules polyanioniques polymeéres de nucléotides, les
nucléotides sont liés entre eux par des ponts phosphodiesters, reliant la position 3’ d’'un
pentose a la position 5’ du pentose du nucléotide suivant (Figure 3).

L’ADN est un acide nucléique a deux brins. Elle s’agence dans I'espace comme une hélice
double brin par soucis de stabilité en milieu cellulaire aqueux. Ainsi, les bases des nucléotides
d’un simple brin sont appariées aux bases des nucléotides de l'autre brin par paire canonique
(une base pyrimidique de petite taille en face d’'une base purique de grande taille) via des
liaisons hydrogéne. Il y en a respectivement trois entre les bases GetCet2entre Aet T.

Dans I'ARN, conventionnellement simple brin, la base thymine est remplacée par I'uracile.

partie variable . H
paires de bases  exrémité & partie squelettique Y3 ?":mq"e"/ C
phosphates PYIINGEIS o =CH

—  riboses | |
— ——

e, HC H
noyau aromatique 2 §1N/g
partie squelettique S SN purine H
phosphates — /g— e N
= 1 5 7
pllons b il
NNF4 ONSNB
o ‘ N
- SD | pon

it SRR (cytosine tf guanine

erogines| EETEDAOEEDD
Eviosie G ouaning

ARN
acide désoxyrbonucléique  acide ribonucléique

Figure 3 : Structure comparée de I'acide désoxyribonucléique (ADN) et de I'acide
ribonucléique (ARN) (Dautel 2017)
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2. Le cycle cellulaire

a. Phases du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire désigne I'ensemble des modifications subies par une cellule, depuis sa
formation aprés la division d'une cellule meére jusqu’au moment ou elle-méme se divise en
deux cellules filles possédant les mémes caractéres morphologiques et physiologiques.

Il comprend quatre phases dont I'ordre d’enchainement est immuable (Figure 4) :

= L’interphase composé des phases G1, S et G2. Les phases G1 et G2 désignent des
périodes de croissance cellulaire, pendant lesquelles se déroule la transcription de
'’ADN en ARN et la traduction de 'ARN en protéines. Tandis que la phase S est celle
de synthése. Il se déroule un processus appelé réplication de 'ADN afin d’obtenir deux
copies identiques de l'information génétique de la cellule en vue de sa division.

= La phase mitotique appelée phase M durant laquelle se déroule la division de la cellule
en deux cellules filles identiques.

La durée du cycle cellulaire est extrémement variable selon le type cellulaire.

Phase G2:
croissance, préparation

de la mitose

Phase G1:
croissance, préparation
de la réplication

Phase M:
division cellullaire

Figure 4 : Etapes du cycle cellulaire chez la cellule eucaryote (RNbio https://rnbio.sorbonne-
universite.fr/ Droits réservés)
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b. La réplication de 'ADN

La réplication se déroule en phase S du cycle cellulaire, elle permet de générer une copie
identique de 'ADN, elle est pour cela contrélée par de nombreuses enzymes (Figure 5) :

= L’ADN hélicase permet de rompre les liaisons hydrogénes liant les bases et ainsi
d’isoler et dérouler les brins, créant ainsi une fourche de réplication.

= L’ADN polymérase génére un nouveau brin d’ADN le long de chaque brin original qui
lui sert de matrice. Elle utilise un pool de nucléotides libres disponibles dans la cellule
et les ajoute en regard du nouveau brin en respectant les regles d’appariement
complémentaire des bases.

o Elle ne peut synthétiser que dans le sens 5’ — 3. Elle synthétise donc le brin 3’-
5’en continu, ce brin est dit précoce, et le brin 5’-3’ dit retardé en plusieurs
fragments, qui se dirigent donc vers l'extrémité ouverte de la fourche de
réplication. lls sont appelés fragments d’Okasaki.

o L’ADN polymérase posséde également une activité exonucléasique, elle est
capable de réaliser une lecture de la chaine, de détecter puis de corriger si
besoin une erreur d’appariement.

= L'ADN ligase permet de relier les fragments d’Okasaki entre eux par des liaisons
phosphodiesters pour achever la synthése du brin retardé. Elle posséde également
une fonction de réparation des cassures.

Clamp => stabilité de 'ADN pol 111

ADN pol Il en tandem
=> polymérisation 5'-> 3'

' Brin g Topoisomérase => libération des tensions
recoce 5S's 8
Complémentaires ’ OXOA < @41 gl
i = : N
Brin 3 q \ K
parental / X\,

pral .

2 molécules ’ADN identiques )

Hélicase => ouverture de I'ADN

Primase => Formation d'amorce

Amorce d'’ARN néosythétisé
Protéines SSB => stabilisation

Brin o de I'ADN simple brin
Complémentaires tardif 3 )@O p Dégradation de
Brin &' I'amorce ARN
barental
R , Liaison phosphodiester Activité de
Fragments formée par la ligase I'ADN Pol I
d'okazaki
Séquence d'ADN
remplagant
I'amorce d'ARN
Coopération des enzymes
de réplication dans l'espace et le temps

Figure 5 : La réplication de ’ADN (Dautel 2017)
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Cette réplication est appelée semi-conservative, avec pour chaque copie une hélice d’ADN
composeé d’un brin original et d’'un brin nouvellement synthétisé. Elle est extrémement précise
avec un taux d’erreur trés faible. En effet, elle posséde différents systémes de réparation pour
une conservation optimale du séquencage génétique. Cependant elle n’est pas infaillible et il
peut persister des mésappariements rendant les cellules filles non viables, ce qui provoque
leur destruction.

C. La transcription du brin codant en ARNm

La synthése des protéines intervient pendant les phases de croissance cellulaires G1 et G2.
Elle nécessite deux étapes préalables : la transcription de 'ADN en ARN messager (ARNm)
dans le noyau des cellules, puis I'exportation de cet ARNm dans le cytoplasme ou pourra se
dérouler la traduction.

Comme pour la réplication, la transcription nécessite I'action simultanée de plusieurs enzymes.
L’ADN hélicase permet la séparation et le déroulement des brins, puis c’est 'enzyme ARN
polymérase qui assure la synthése de TARNm.

Elle débute en se fixant a ’ADN sur une séquence spécifique appelé promoteur : on appelle
cela linitiation. Le brin sens (5’-3’) est codant, c’est donc le brin antisens (3’-5’) qui est lu et
utilisé par 'ARN polymérase pour créer un brin d’/ARN complémentaire. Celui-ci est donc
identique au brin codant, excepté le remplacement de la thymine par de I'uracile. On parle de
processus d’élongation. L’ARN polymérase poursuit la synthése dans le sens 5°-3’ jusqu’a
atteindre une séquence dite terminateur : c’est la terminaison de la transcription.

Chez les eucaryotes, 'ARNm subit ensuite une maturation et un épissage en vue de son
exportation dans le cytoplasme, ou il sera traduit en protéines par une correspondance codon
(trois bases successives) — acide aminé.
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d. La mitose

La mitose ou division cellulaire d’'une cellule mére en deux cellules filles identiques se déroule
en quatre étapes distinctes (Figure 6) :

= La prophase : Les chromosomes se condensent par phosphorylation des condensines
et des histones, le fuseau mitotique se forme et I'enveloppe nucléaire se désorganise
par phosphorylation des lamines.

= La métaphase : Les chromosomes s’alignent le long de la plaque équatoriale

= |’anaphase : Les microtubules du fuseau mitotique tractent les chromatides sceurs par
leur kinétochore aux deux pdles opposés de la cellule.

= La télophase : Le fuseau mitotique disparait, le nucléole et la membrane nucléaire se
reforment progressivement et les chromosomes se décondensent. C’est pendant cette
étape que se passe la cytodiérése avec le clivage de la masse cellulaire par 'anneau
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Figure 6 : Les étapes de la division cellulaire eucaryote (Dautel 2017)
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3. Points de controle du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est étroitement régulé par des mécanismes externes (signalement dans
'environnement cellulaire) et internes. En effet, des points de contrOle existent afin de
s’assurer du bon fonctionnement des phases, et permettent d’autoriser ou non la poursuite du
cycle cellulaire (Figure 7) :

*= Point de contréle G1 /S : Il permet de vérifier I'intégrité de 'ADN, mais aussi de
s’assurer que les réserves et la taille cellulaires sont suffisantes a l'issue de cette
premiére phase de croissance pour permettre la réplication.

= Point de controle G2 /M: Il permet de s’assurer que la réplication se soit
correctement déroulée sans altérations de 'ADN.

= Point de contréle M ou point de contréle du fuseau : Il détermine si les microtubules
se sont correctement accrochés aux kinétochores des chromatides sceurs.

Si un probléme est détecté aux points de contrble, le cycle est momentanément stoppé. Soit
une réparation est possible, soit les erreurs menent a l'arrét définitif du cycle et a la mort
cellulaire.

Les cyclines et les kinases cycline dépendantes (CdK) sont des régulateurs positifs du cycle
cellulaire. Elles forment des complexes liés et permettent 'enchainement des phases en
activant par phosphorylation des protéines nécessaires a leur réalisation.

Contréle

de métaphase

Cdk1-Cyclins A/B Chaque Cdk est activée
Contréle par une cycline
d'entrée
en mitose

Division
cellulaire

Une méme cycline Contréle
peut activer des Bkt de de G1
Cdk différentes restriction

Interphase

Cdkd/6-Cyclines D

Une méme Cdk peut activer
des cyclines différentes

Figure 7 : Les points de contréle du cycle cellulaire (RNbio https://rnbio.sorbonne-
universite.fr/ Droits réservés)
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Il existe également des régulateurs négatifs, avec notamment la protéine du rétinoblastome
(Rb). A I'état activé et déphosphorylé, il se lie a des facteurs de transcription et empéche la
croissance cellulaire et la transition a la phase de synthése.

La protéine p53 est quant a elle un facteur de transcription chef d’'orchestre, d’ou son surnom
de « gardienne du génome ». En effet un de ses rbles principaux est de contréler la réponse
cellulaire aux dommages causés a I'ADN. En présence de lésions, sa concentration augmente
jusqu’a 15 a 20 fois. Elle integre différents signaux régulateurs et permet de stopper au besoin
le cycle cellulaire afin de permettre une éventuelle réparation : Nous citerons par exemple son
action sur la protéine p21 qui inhibe I'activité des complexes cyclines/CdK. Dans d’autres cas
elle induit 'apoptose ou mort cellulaire programmée.

29

FRASSETO



4. La mort cellulaire et ses modalités

Il existe 3 types de mort cellulaire principaux : 'apoptose, la nécrose et I'autophagie (Figure
9).

a. Bases moléculaires de 'apoptose

La plupart des traitements en oncologie moderne entrainent la mort des cellules
tumorales par un processus appelé apoptose ; voyons quelles en sont les bases moléculaires
et physiologiques : (Pistritto et al. 2016; ElImore 2007)

L’apoptose désigne la mort cellulaire programmée, elle peut intervenir dans des conditions
physiologiques ou pathologiques. La cellule subit de nombreux changements
morphologiques : diminution du volume cellulaire, désorganisation de la membrane plasmique,
condensation puis dégradation de la chromatine en fragments. Elle finit enfin par se scinder
en corps apoptotiques éliminés par les cellules environnantes.

Les principaux effecteurs de I'apoptose sont des cystéines protéases appelées caspases :
elles sont impliquées dans le clivage de substrats protéiques jouant un role clé dans les
fonctions cellulaires (protéines nucléaires, protéines kinases, protéines du cytosquelette, ou
encore enzymes de réparation de ’ADN, etc.).

Il existe des caspases initiatrices (1,2,4,8,9,10) et des caspases effectrices (3,6,7,14).

Les caspases sont initialement présentes dans la cellule sous forme de zymogénes inactifs,
elles subissent une cascade d’activation au début de I'apoptose, initiée par la transduction de
signaux apoptotiques : Cette activation est étroitement régulée par les protéines de la famille
B-cell lymphome 2 (Bcl-2), pro ou anti-apoptotiques (Figure 8).

i. Voie cellulaire intrinséque mitochondriale

Elle s’ensuit d’une baisse de potentiel membranaire de la mitochondrie. La perméabilisation
de la membrane mitochondriale externe entraine la libération de plusieurs facteurs
apoptogénes dont le cytochrome c, la protéine AlF « apoptosis inducing factor » et la protéine
SMAC (second mitochondria-derived activator of caspases).

Le cytochrome c s’associe a la protéine cytosolique Apaf-1 (apoptotic protease activating
factor) et a la procaspase-9 avec consommation d’énergie sous forme d’ATP pour former un
complexe multiprotéique appelé apoptosome. Celui-ci entraine I'activation de la caspase 9
puis de la caspase 3 effectrice de I'apoptose.

i Voie cellulaire extrinséque

Cette voie est déclenchée au niveau de la membrane plasmique par I'activation de récepteurs
membranaires de la superfamille des TNF (Tumor necrosis factor). Ce sont des récepteurs de
type TNF-R1 ou FAS. Lorsqu’ils se lient a leur ligand, cela déclenche l'assemblage du
complexe DISC (death-inducing signaling complex) qui active la caspase 8 puis la caspase 3
effectrice de I'apoptose.
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Figure 8 : L’apoptose ou mort cellulaire programmée (Pistritto et al. 2016)
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b. La nécrose

La nécrose est une réponse non physiologique. Elle intervient lorsque la cellule est exposée a
des paramétres physiques et chimiques extrémes, rendant son milieu non viable. La nécrose
cellulaire se caractérise par le gonflement de la cellule et de ses organites jusqu’a rupture de
la membrane plasmique et déversement du contenu cellulaire dans le milieu environnant.
Longtemps considéré mort non programmée a linverse de I'apoptose, il a récemment été
décrit des voies régulées d’induction de la nécrose : la nécroptose.

Cc. L’autophagie

L’autophagie est un mécanisme de survie de la cellule a une carence en nutriments. La cellule
produit des autophagosomes qui fusionnent avec des lysosomes, permettant I'autodigestion
de ses organites en vue de palier ses besoins en substrats. Lorsque la carence persiste, la
cellule finit par enclencher un processus de mort cellulaire régulée.

.-Apoptose ‘ . :‘:1 e
b = J .

—p
Atrophie du cytoplasme Beurgeonnement membranaire Formation de
Condensation de la chromatine Fragmentation de IADN corps apoptotiques

e Nécrose

Cellule vivante

Canflanmtdals Sads I Eh cieaton
cellule et des organites cRaenDIanS p q p
plasmique du contenu cellulaire

Mort
~—~ cellulaire
autophagique

_ Formation Fusion des Autophagie des débris
d'autophagosomes autophagosomes cellulaires /organites
etde lysosomes et lysosomes

Figure 9 : Principaux mécanismes de mort cellulaire (RNbio https://rnbio.sorbonne-
universite.fr/ Droits réservés)
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5. Particularités de la cellule cancéreuse

Une cellule cancéreuse est une cellule anormale présentant une croissance et une
prolifération incontrélée. Au cours de sa vie, elle a accumulé progressivement des mutations
et altérations de son matériel génétique qui lui ont conféré certaines propriétés. Voyons
ensemble quelles sont les caractéristiques fondamentales du cancer (Hanahan, Weinberg
2011)(Figure 10) :

= Maintien des signaux de prolifération

Dans les cellules cancéreuses, la mutation ou la surexpression de genes dits « oncogéenes »
tels que c-myc, RAS, ou HER2 entraine une activation continue des mécanismes de
prolifération cellulaire, méme en l'absence de signaux de croissance externes.

= Echappement aux signaux inhibiteurs de croissance

Les cellules cancéreuses peuvent devenir insensibles aux signaux inhibiteurs de croissance
par inactivation des génes suppresseurs de tumeurs, parmi lesquels le gardien du génome
p53 et la protéine Rb dont les rbles clés ont été évoqués précédemment. Les points de contréle
sont alors inactivés ce qui permet au cycle cellulaire de continuer méme en présence de
dommages a I’ADN.

» Favorisation de 'immortalité réplicative

Le vieillissement classique d’'une cellule repose sur la dégradation et le raccourcissement des
teloméres (extrémités des chromosomes). En dessous d’un seuil critique l'apoptose est
déclenchée.

Dans les cellules tumorales I'activation d’'une enzyme télomérase empéche les téloméres de
se déconstruire, leur conférant une durée de vie anormalement longue.

=  Résistance a la mort cellulaire

La surexpression de protéines anti-apoptotiques, telles que Bcl-2, ou l'inactivation de protéines
pro-apoptotiques, comme p53 permet aux cellules cancéreuses de survivre, méme en cas de
mutations ou de dommages génétiques graves qui engendreraient dans des conditions
habituelles I'induction de la mort cellulaire par apoptose.

= Activation de I'invasion et des métastases

Les cellules cancéreuses acquiérent la capaciter de fonctionner dans un microenvironnement
complexe, ce qui rend possible I'envahissement d’autres tissus. Elles sont ainsi capables
d’agressivité locale mais aussi se développer a distance de la tumeur initiale lors d’un
processus métastatique. Cela est facilité par des changements dans I'adhésion cellulaire, la
dégradation de la matrice extracellulaire et des altérations du cytosquelette.
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» Induction de I'angiogenése

Les cellules cancéreuses ont également la capacité de stimuler la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins grace a des mutations dans des génes comme VEGF (vascular
endothelial growth factor). Cela permet a la tumeur de recevoir les nutriments et 'oxygéne
dont elle a besoin pour sa croissance.

Maintien des signaux
de prolifération

Echappement aux
signaux inhibiteurs de
croissance

Résistance a la mort
cellulaire

Activation de Uinvasion
et des metastases

Induction de
l'angiogenése

Favorisation de
Uimmortalité réplicative

Figure 10 : Caractéristiques du cancer (Hanahan, Weinberg 2011)

Par ailleurs, on décrit plus récemment la capacité des cellules cancéreuses a modifier leur
métabolisme du glucose en utilisant principalement la glycolyse méme en présence d'oxygéne.
On parle d’effet Warburg, cela leur permet de soutenir leur croissance rapide et leur
prolifération, méme dans un environnement défavorable.

Enfin, l'altération du micro-environnement qui entoure la tumeur favorise son développement :

» Inflammation chronique : Les cellules inflammatoires (macrophages, neutrophiles)
sécrétent des cytokines, des facteurs de croissance et des protéases dont se servent
les cellules cancéreuses.

= Acidité : Les cellules cancéreuses produisent de I'acide lactique en grande quantité ce
qui contribue a acidifier les tissus environnants. Cela facilite la dissémination tumorale
et contribue a I'échappement des cellules néoplasiques aux mécanismes immunitaires.
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6. Conclusion

Il est essentiel de saisir la structure du génome eucaryote, les différentes étapes et points
de contrdle du cycle cellulaire, ainsi que les cascades d’événement qui déclenchent la mort
cellulaire pour la compréhension des mécanismes d’action des différentes stratégies anti-
cancéreuses développées dans cette thése.

En effet, la plupart des méthodes cytotoxiques, dont font partie la chimiothérapie, la
radiothérapie, la photothérapie dynamique ainsi que la cryothérapie inhibent la capacité des
cellules tumorales a se diviser et provoquent un stress important a l'origine de la mort
cellulaire.

Les cellules tumorales présentent des caractéristiques particulieres, qui leur conférent une
capacité de prolifération accrue ainsi que de nombreux mécanismes de défenses. Cela les
rend particuliérement difficiles a traiter. Néanmoins, ces particularités peuvent également étre
exploitées pour améliorer les performances des traitements, en offrant de nouvelles cibles
thérapeutiques.
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PARTIE 2

CHIMIOTHERAPIE LOCALE

1. INTERETS DE LA CHIMIOTHERAPIE LOCALE ......ccccveeriieennennnns ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.
a. Diminution des effets secondaires...............ccccccovvcneeennns Erreur ! Signet non défini.
b. Diminution de la dose UtiliS€e...............c.cccevieeriiiiennnnn. Erreur ! Signet non défini.
c. Contournement des mécanismes de résistance.............. Erreur ! Signet non défini.
d. Faible COUL ... Erreur ! Signet non défini.
2.  PRINCIPALES MOLECULES UTILISEES CHEZ LES EQUIDES ...... ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.
a. Agents alkylants : Sels de platine ..............ccccccceeeveuunne... Erreur ! Signet non défini.
i.  Action génotoxique (prépondérante) :........cccccveeeenen Erreur ! Signet non défini.
ii. Stress oxydatif et modulation des voies de signalement du calcium........... Erreur!
Signet non défini.

b. Agents antimétabolites : 5-Fluorouracile (5-FU).............. Erreur ! Signet non défini.
i.  Inhibition de la transcription ..........ccccccooviie e, Erreur ! Signet non défini.
i. Fragmentationde 'ADN .........cccooiiiiiiiiiiiieee e Erreur ! Signet non défini.
iii. Perturbation du pool de nucléotides...............ccuevennnee Erreur ! Signet non défini.

C. BIEOMYCINE ... Erreur ! Signet non défini.

3. CADRE REGLEMENTAIRE DE LA CHIMIOTHERAPIE .................. ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.

4. MODALITES D’ADMINISTRATION.....citiutiiaiuieeaiireeenieeeaieeeseeens ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.
a. Application tOPIQUE ............ccccceeeeeeaeeeieeeiiieeeaee e Erreur ! Signet non défini.
b. Injection directe intra-lésionnelle..................ccccceevvennne... Erreur ! Signet non défini.
c. Formes solides a dégradation lente..................ccccuuu..... Erreur ! Signet non défini.
d. Meéthodes annNeXxes ...........ccooeeeeeceieeeeeiieeeeiee e Erreur ! Signet non défini.

5.  APPORT DE L'ELECTROCHIMIOTHERAPIE .......cceiurrerireenineenne ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.
a. AcClion direCte ............oeeeiiiiiiiiieee e Erreur ! Signet non défini.

i.  Induction d’un potentiel transmembranaire .................. Erreur ! Signet non défini.
ii. Transport a travers la membrane perméabilisée ......... Erreur ! Signet non défini.
b.  ACHON INAIMECTE ..o Erreur ! Signet non défini.
i.  Réduction temporaire du flux sanguin.............c..c......... Erreur ! Signet non défini.
ii. Cytotoxicité sur les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins Erreur ! Signet
non défini.
iii. Déclenchement de la réponse immunitaire systémique .......... Erreur ! Signet non
défini.
6. CONCLUSION ....utiieiiiieiiie ettt ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.

La chimiothérapie est un traitement a base de médicaments cytotoxiques visant a
détruire ou a freiner la prolifération des cellules cancéreuses, qui se multiplient de maniére
anarchique. Ces médicaments agissent principalement en perturbant des processus
cellulaires essentiels tels que la réplication de I'ADN ou la division cellulaire.

Parmi les mécanismes d'action principaux, on retrouve les agents alkylants, qui forment des
liaisons covalentes avec I'ADN, les antimétabolites, qui interférent avec la synthése des acides
nucléiques, et les inhibiteurs de topoisomérases, qui empéchent la relaxation de I'ADN pour la
réplication. Certains médicaments agissent en bloquant la mitose, comme les poisons du
fuseau mitotique, qui perturbent la dynamique des microtubules nécessaires a la séparation
des chromosomes pendant la mitose. (Harrington et al. 2021; Chabner, Longo 2011).
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1. Intéréts de la chimiothérapie locale

Il existe un grand intérét a utiliser les molécules de chimiothérapie directement au niveau de
la Iésion (intra ou péri lésionnel) par rapport a une utilisation systémique.

a. Diminution des effets secondaires

Les substances toxiques utilisées en chimiothérapie ne font pas la différence entre tissu sain
et tissu tumoral. Ainsi, elles peuvent affecter de nombreuses cellules environnantes,
notamment celles a renouvellement rapide. On citera par exemple les cellules souches du
tractus digestif et les cellules sanguines précurseurs dans la moelle osseuse impliquées dans
’hématopoiése. C’est pourquoi les médicaments anti-cancéreux sont susceptibles d’entrainer
de nombreux effets secondaires chez ’homme et les animaux de compagnie : notamment des
signes digestifs (perte de poids, anorexie, diarrhées, coliques) et hématologiques
(neutropénie, lymphopénie).

La chimiothérapie par voie générale est peu utilisée chez le cheval, des protocoles
systémiques dans le traitement de lymphomes sont parfois décrits. Sur une étude
rétrospective réalisée sur 15 équidés entre 1991 et 2007 (Luethy et al. 2019), neuf chevaux
sur 15 ont présentés des effets secondaires notables aprés traitement : ce sont des signes
cutanés : alopécie (2/15), gastro-intestinaux : coliques (1/15), hématologiques : neutropénie
(2/15), lymphopénie (3/15), neurologiques (1/15) ou enfin des réactions d’hypersensibilité de
gravité variable (4/15 chevaux, tous traités a la doxorubicine). Cela illustre le fait que la
chimiothérapie systémique est susceptible d’entrainer des effets secondaires parfois graves,
étant donné l'utilisation de grands volumes mais aussi la large diffusion des agents anti-
cancéreux dans les tissus.

b. Diminution de la dose utilisée

L’administration d’'une molécule cytotoxique directement au contact de la tumeur nous permet
avec une moindre dose d’obtenir une meilleure distribution et une concentration du produit
toxique augmentée au niveau des cellules tumorales.

On estime que I'on utilise seulement 2% de la dose que I'on aurait utilisée par voie systémique
pour obtenir le méme effet sur la tumeur (Knottenbelt, Patterson-Kane, Snalune 2015). Ce
phénoméne est particulierement intéressant pour les agents a cytotoxicité dose-dépendante.

c. Contournement des mécanismes de résistance

La chimiothérapie locale permet de contourner certains mécanismes de résistance aux
traitements anticancéreux.

On peut prendre 'exemple de tumeurs peu vascularisées comme les sarcoides. Les molécules
circulant dans le systéme sanguin diffusent peu jusqu’aux cellules tumorales. Ainsi la
concentration finale est insuffisante pour obtenir un effet toxique. Cela explique certains
échecs thérapeutiques que I'on peut contourner avec la chimiothérapie locale.

d. Faible cout

Le prix est nettement moindre pour le propriétaire, ce qui peut encourager la prise en charge
de la tumeur.
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2. Principales molécules utilisées chez les équidés

Les sources utilisées afin de construire ce développement sur les agents de chimiothérapie
locale sont les suivantes : (Chabner, Longo 2011; Harrington et al. 2021; Sprayberry,
Robinson 2015; Chabner, Longo 2019).

a. Agents alkylants : Sels de platine

Les agents alkylants sont des molécules possédant toutes au moins un groupement alkyle de
formule -CH»CI. Les principaux agents alkylants utilisés en chimiothérapie sont les sels de
platine, dont 'un des premiers précurseurs est le cisplatine ou cis-diamminedichloroplatine(ll)
(CCDP). Les moutardes azotées dérivées du mechlorethamine sont également des agents
alkylants mais ces dernieres ne sont pas utilisées en médecine vétérinaire pour la
chimiothérapie locale, elles ne seront donc pas traitées ici.

Le cisplatine est un composé de coordination du platine. A température ambiante, on le
retrouve sous la forme d’'une poudre solide jaune a orangée peu soluble dans I'eau.

Ce composé a été synthétisé pour la premiére fois en 1844 par Michel Peyrone. Sa structure
est par la suite élucidée en 1893 par Alfred Werner. Ce n’est que dans les années 1960 aux
Etats Unis que I'on s’apercoit des propriétés cytotoxiques des dérivés de I'électrolyse du
platine, capables d’inhiber la croissance d’E.coli. Le cisplatine devient alors une grande source
d’intérét pour le traitement des cancers. Il est mis sur le marché en 1978 comme le premier
médicament anti-cancéreux reconnu par le FDA (Food and Drug Administration).

De nombreux analogues ont été étudiés ou synthétisés afin de contrer les mécanismes de
résistance au cisplatine ainsi que ses effets secondaires. Parmi eux, on retrouve notamment
des sels de platine de seconde génération comme le carboplatine ou Cis diammine 1,1-
cyclobutanecarboxylatoplatine.

La structure des sels de platine est plane, ils sont composés d’un ion platine doublement
chargé entouré de quatre ligands. D’'un c6té, on retrouve des ligands amine. De l'autre, des
groupements alkylants : par exemple des ligands chlorure (cisplatine) ou carboxylate
(carboplatine), qui en réagissant avec I'eau (réaction d’aquation) permettent a I'ion platine
d’effectuer des liaisons avec les différentes bases de 'ADN (Figure 11).

Figure 11 : Structure chimique bidimensionnelle du cisplatine et du carboplatine (Pubchem)
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Penchons-nous sur les mécanismes moléculaires a [lorigine de la cytotoxicité du
cisplatine (Dasari, Tchounwou 2014), qui est susceptible d’agir a toutes les phases du cycle
cellulaire. Cela s’applique également a ses analogues.

Il entre dans les cellules a l'aide de transporteurs analogues des P-glycoprotéines de type
MDR1, composés de pompes d’efflux ATPases (MRPs, ATP7A/B), de transporteurs de cuivre
CTR1, et de SLCs, AQP2, et AQP9. Une fois dans la cellule, le cisplatine s’hydrolyse avec le
départ des deux atomes de chlore. Ce produit est un électrophile (chargé positivement) trés
réactif: il posséde une grande affinité pour les neutrophiles (composés chargés
négativement), Cela correspond a de nombreux composeés de la cellule, dont les groupements
phosphates de 'ADN.

i.  Action génotoxique (prépondérante) :

Le cisplatine forme des liaisons covalentes avec 'ADN, cela entraine la formation de ponts
intra et intercaténaires anormaux entre les deux brins d’une hélice. On appelle ces complexes
ADN-platine des adduits. La réplication ne peut alors pas se réaliser correctement par défaut
de séparation des brins par ’ADN hélicase, il n’y a pas de division cellulaire possible.

Le cisplatine a une affinité particuliére avec les bases purines. La liaison la plus fréquente se
fait sur 'azote en position 7 du cycle purine de la base guanine.

ii. Stress oxydatif et modulation des voies de signalement du calcium

Le cisplatine induit la production d’espéces reéactives de 'oxygéne (ROS) en grande quantité,
entrainant un stress oxydatif dans la cellule. On verra par la suite que cela impacte
principalement le fonctionnement de la mitochondrie avec la perte du groupe sulfhydrile de la
protéine mitochondriale, I'inhibition de I'absorption du calcium et la réduction du potentiel
membranaire. Ce phénomeéne est d’autant plus exacerbé dans les cellules tumorales qui
subissent déja un stress oxydatif basal lié a la stimulation oncogénique, au dysfonctionnement
mitochondrial et a une activité métabolique augmentée.

Regardons en détail comment sont formés les ROS : Le glutathion mitochondrial (GSH) est
essentiel a la conservation des groupes sulfhydrile sous forme réduite : ce qui permet de
réguler le potentiel rédox de la cellule. Par ailleurs, toute enzyme déshydrogénase contenant
un groupe sulfhydrile est inactivée si ce groupe n’est pas maintenu en forme réduite. En
présence de cisplatine, la concentration de GSH diminue, entrainant globalement I'inhibition
des déshydrogénases, ce qui a pour conséquence le découplage de la phosphorylation
oxydative au niveau de la membrane mitochondriale. Cela provoque d’une part : la formation
de nombreux radicaux libres pouvant causer des dommages aux protéines et aux lipides
insaturés cellulaires par peroxydation, allant jusqu’a endommager la perméabilité
membranaire, et d’autre part: un efflux de calcium hors de la mitochondrie, avec une
concentration intracellulaire de calcium augmentée.

En résumé, les effets majoritaires du cisplatine dans la cellule sont un endommagement de
'’ADN, une perturbation de 'homéostasie calcique avec une perte de potentiel mitochondrial,
ainsi qu’un stress oxydatif entrainant une peroxydation des lipides. Il s’ensuit de ces différentes
perturbations une mort cellulaire par apoptose. En effet, les dommages de 'ADN et le stress
oxydatif entrainent la libération de cytochrome c de la mitochondrie, déclenchant la cascade
de la voie intrinséque. Les ROS entrainent également I'activation des récepteurs FAS par
phosphorylation et la cascade de la voie extrinséque de I'apoptose.
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b. Agents antimétabolites : 5-Fluorouracile (5-FU)

Il s’agit d’'un nucléotide uracile pour lequel un atome d’hydrogene en position C5 est remplacé
par un atome de fluor. A température ambiante on le retrouve sous forme de cristaux blancs
inodores (Figure 12).

Figure 12 : Structure chimique bidimensionnelle du 5-Fluorouracile (Pubchem)

Il a été synthétisé pour la premiéere fois en 1957 par C.Heidelberger.

Le 5-FU entre dans la cellule par les mémes voies que l'uracile ou par transport passif
transcellulaire. Etant un dérivé de l'uracile, il posséde par ailleurs une grande affinité pour les
cellules tumorales ou il est plus facilementincorporé que les autres nucléotides. Une fois dans
la cellule il subit de nombreuses réactions enzymatiques. Il produit alors différents métabolites
actifs possédant trois modes d’actions interdépendants (Vodenkova et al. 2020)(Figure 13) :

i. Inhibition de la transcription

Dans la cellule, le 5-FU peut étre transformé en 5-fluorouridine monophosphate (FUMP) par
voie indirecte via I'action de l'uridine phosphorylase (UP) puis I'uridine kinase (UK). Il existe
également une voie directe.

Le FUMP subit par la suite une cascade de phosphorylation menant au fluorouridine
diphosphate (FUDP) puis au fluorouridine triphosphate (FUTP). Celui-ci est alors intégré a
'ARNmM lors de la transcription ou il remplace prés de 50% de l'uracile. |l y a finalement une
interruption subséquente de la synthése d’ARN car la transcription est erronée.

ii. Fragmentation de 'ADN

Une autre voie du 5-FU aprés entrée dans la cellule est celle du 5 fluorodésoxyuracile
monophosphate (FAUMP), obtenu aprés réactions successives catalysées par la thymidine
phosphorylase (TP) puis la thymidine kinase (TK). Le FAUMP est alors phosphorylé en 5
fluorodésoxyuracile diphosphate (FAUDP) par I'uridine monophosphate kinase (UMPK). Il peut
également étre obtenu par réduction d’'un FUDP par la ribonucleotide reductase (RNR). Le
FAUDP subit ensuite une nouvelle phosphorylation en 5 fluorodésoxyuracile triphosphate
(FAUTP) qui pourra étre utilisé dans la synthése d’ADN, provoquant des dommages puis des
fragmentations des brins nouvellement synthétisés.
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iii. Perturbation du pool de nucléotides

Le 5-FU exerce enfin son effet antitumoral par l'inhibition de 'enzyme thymidylate synthase
(TYMS), nécessaire a la synthése de thymidine monophosphate (dTMP), précurseur de la
base pyrimidique thymine. Cela perturbe grandement le pool de nucléotides intracellulaires
disponibles pour la réplication et la réparation de 'ADN, menant in fine a la mort cellulaire par
apoptose.

Le FAUMP forme un complexe ternaire avec le 5,10-methylenetetrahydrofolate (CH2THF),
empéchant l'uridine monophosphate (dUMP) de se fixer au site de liaison de la TYMS par
compétition.

Par ailleurs, I'inhibition de la TYMS meéne a 'accumulation de dUMP non utilisé dans la cellule
qui est phosphorylé en uridine triphosphate (dUTP)

L’augmentation du ratio dUTP /dTTP (thymidine triphosphate) a pour conséquence I'utilisation
par 'ADN polymérase d’uracile a la place de thymine dans ’'ADN, ce qui entraine de nombreux
mésappariements.

INJECTION INTRA-
