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INTRODUCTION

Les travaux de recherche menés en cancérologie ont permis de définir des
caractéristiques spécifiques de la cellule cancéreuse, appelées « Hallmarks of cancer ». Ce
sont : I’indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération, 1’insensibilité aux signaux anti-
prolifératifs, la résistance a 1’apoptose, la perte de la sénescence, la capacité d’angiogénese, la
capacité d’invasion et de diffusion métastatique (Hanahan et Weinberg, 2000).

Plus tard, I’approfondissement des connaissances en cancerologie a permis de définir de
nouvelles caractéristiques, parmi lesquelles 1’instabilité génomique, la résistance a I’'immunité
antitumorale, I’inflammation favorisant le développement tumoral, et la reprogrammation du
métabolisme énergétique (Hanahan et Weinberg, 2011). Ce dernier point avait été souligné des
le début du XX°™ siécle par Otto Warburg, médecin, physiologiste et biochimiste. Il avait
observé que les cellules cancéreuses utilisaient la glycolyse comme moyen
d’approvisionnement en énergie, et ce méme en conditions aérobies. L’interprétation était que
le défaut de respiration mitochondriale était a 1’origine méme du cancer. La découverte de cet
effet, nommé effet Warburg, lui valut le prix Nobel en 1931.

L’¢tude plus spécifique du métabolisme énergétique des cellules tumorales offre de
nouvelles perspectives thérapeutiques. L’objet de ce travail est d’étudier dans une premiere
partie les principes clefs du métabolisme de la cellule cancéreuse expliquant I’effet Warburg et
ses conséquences, pour pouvoir ensuite dégager les molécules principales utilisables in vitro
comme chez 1’animal de laboratoire.

Nous verrons dans une deuxiéme partie que certaines de ces molécules ont pu déja étre
utilisées en médecine humaine avec des résultats prometteurs. Néanmoins, 1’application
clinique concréte est parfois difficile et ’utilisation efficace de ces molécules nécessite des
essais cliniques plus nombreux et pertinents. L’objectif de notre deuxiéme partie est tout
d’abord de faire un état des connaissances actuelles en médecine humaine. Nous proposerons
ensuite, chez le chien, en clinique vétérinaire, I’introduction de ces molécules ciblant le
métabolisme des cellules cancéreuses (thérapie métabolique) au sein de protocoles
thérapeutiques standardisés. Une étude de faisabilité a partir de cas cliniques traités au Centre
Hospitalier Vétérinaire Saint-Martin conduira a une proposition de protocole d’essai clinique
ayant pour but d’évaluer I’efficacité de la thérapie métabolique en association avec la
chimiothérapie sur la survie des animaux.

Les études chez le chien nous permettent de travailler sur des cancers spontanés et sur
une échelle de temps réduite, le chien développant des cancers beaucoup plus rapidement. Par
ailleurs, le cancer ne présente pas de barriére d’especes, et les résultats pourraient conduire a
de nouvelles perspectives en médecine humaine.
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Partie 1 : Le métabolisme de la cellule cancéreuse et
les molécules pouvant le cibler : approche
fondamentale
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I. Rappels sur la production d’énergie dans la cellule saine

La cellule animale saine est capable de générer de 1’énergiec sous forme d’ATP
(Adenosine Tri Phosphate) de différentes manieres. Nous nous intéresserons dans cette partie
spécifiqguement au métabolisme du glucose. Dans le cytoplasme, la glycolyse transforme le
glucose en pyruvate. En présence de dioxygene (O.), le pyruvate permet via la synthése
d’acétyl-Coenzyme A (acétyl-CoA) le fonctionnement du cycle de Krebs (TCA cycle) dans la
mitochondrie, ce qui entraine la réduction des coenzymes Nicotinamide Adénine Dinucléotide
(NADH,H") et Flavine Adénine Dinucléotide (FADH2). L’oxydation de ces coenzymes est
couplée a la production d’ATP a I’issue des phosphorylations oxydatives ayant lieu au niveau
de la membrane mitochondriale interne.

A. La glycolyse et la néoglucogeneése

La glycolyse se compose de dix réactions enzymatiques qui se déroulent dans le
cytoplasme cellulaire en I’absence ou en présence d’Oz. Elle peut étre divisée en deux phases.
La premiére phase est une phase de préparation qui consomme de I’énergie (investissement de
2 molécules d’ATP aboutissant aprés 4 réactions a la formation de 2 molécules de
Glycéraldéhyde-3-Phosphate (GA3P). La deuxiéme phase correspond a une phase de
récupération de I’énergie (gain de 4 ATP) (Figure 1).

Cette voie métabolique produit, en plus des deux molécules de pyruvate, deux molécules
d’ATP et deux coenzymes réduits NADH,H". La glycolyse est la voie majeure de production
de pyruvate (Berg et al., 2013a).

Le bilan énergétique global a partir d’1 molécule de glucose est le suivant (ADP =
Adénosine Di Phosphate, Pi = Phosphate Inorganique, H2O = molécule d’eau) :

Glucose + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD* - 2 pyruvate + 2 ATP + 2 H,0 + 2 NADH,H+

En présence d’Oz, les phosphorylations oxydatives régénérent les coenzymes réduits qui
sont indispensables a la glycolyse (cf. .B.).

En absence d’O2, ce sont les fermentations (lactique ou éthanolique suivant le bagage
enzymatique de la cellule) dans le cytoplasme qui régénerent les coenzymes réduits de la
glycolyse. C’est le cas par exemple des cellules musculaires, lors d’un effort intense
(fermentation lactique permise par I’enzyme lactate déshydrogénase (LDH)), qui ne produisent
leur ATP que grace a la glycolyse. Il est donc a noter I’importance majeure de la glycolyse pour
les cellules en hypoxie.

Certaines des réactions de la glycolyse sont réversibles : ce sont les réactions
endergoniques (différence d’enthalpie libre AG proche de 1’équilibre), utilisées lors de la
néoglucogeneése, voie permettant de former 1 molécule de glucose a partir de dérivés non
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glucidiques. La neoglucogenése met en jeu pour les réactions irréversibles (réactions 1,3, et 10)
Ses propres enzymes.

Glucose
/—ATP
HK
@ l\,
Pentose G6PD ADP
phosphate @~ Glucose-6-phosphate
Pathway ®l PGI

Fructose-6-phosphate

P TS

_—ATP
@-L PFK
Xylulose-5-phosphate *ADP

: Fructose 1,6-bisphosphate
Transketolase ! @
(TKTL1) | I Aldolase
v {___ ~
Glyceraldehyde-3-phosphate ﬂ Dihydroxyacetone phosphate
_~ NAD* N
@bGAPDH
> NADH
1,3-bisphosphoglycerate

_|—ADP
@'lPGK
s ATP
3-Phosphoglycerate
@1 PGM
2-Phosphoglycerate
@1 Enolase

Phosphoenolpyruvate
- ADP
-
@j PK
e ATD —

LDH_ Pyruvate __PDH (TCA
= ™ AcetylCoA — \Cycle /

Lactate

Figure 1 : Les 10 réactions de la glycolyse et les enzymes les catalysant.
D’apres Pelicano et al., 2006.

HK = HexoKinase, PGl = PhosphoGlucolsomérase, PFK = PhosphoFructoKinase, TPl = TriosePhosphatelsomérase,
GAPDH = GlycérAldéhyde 3-PhospateDésHydrogénase, PGK = PhosphoGlycérate Kinase, PGM = PhosphoGlycérate
Mutase, PK = Pyruvate Kinase, PDH = Pyruvate DésHydrogénase, ADP = Adénosine Di Phosphate, G6PD = Glucose-6-
PhosphateDéshydrogénase

La glycolyse est un processus intégré aux autres voies du metabolisme (ensemble des
réactions chimiques qui se déroulent dans la cellule pour lui permettre de vivre et de proliférer),
comme par exemple la voie des pentoses phosphates (Pentose Phosphate Pathway = PPP) ou le
cycle de Krebs. Son contr6le se fait majoritairement par le contr6le des enzymes catalysant les
réactions irréversibles. Sa régulation allostérique sera détaillée dans la suite de notre travail.

Le pyruvate formé a I’issu de la glycolyse peut rentrer dans la mitochondrie ou il est
pris en charge par le complexe enzymatique de la pyruvate déshydrogénase (PDH) pour donner
1 molécule d’acétyl-CoA et de NADH. Cet acétyl-CoA alimente le cycle de Krebs. Si le
pyruvate ne rentre pas dans la mitochondrie, il est transformé en lactate via la lactate
déshydrogénase (LDH).
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B. Le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative

1. Lecycle de Krebs

Le cycle de Krebs, ou cycle de I’acide citrique (citrate), se compose de 8 réactions
enzymatiques (Figure 2) qui se déroulent dans la matrice mitochondriale. C’est une voie
commune d’oxydation des molécules organiques (sucres, acides aminés, acides gras) qui se
rejoignent au travers de I’oxydation de 1’acétyl-CoA. Ces réactions du catabolisme (réactions
de dégradations moléculaires) oxydatif sont couplées a la réduction de nombreux coenzymes,
ensuite exploités dans les réactions de phosphorylations oxydatives au rendement en ATP trés
important. Certains intermédiaires du cycle de Krebs sont utilisés dans des réactions de
I’anabolisme (réactions de synthéses moléculaires) : le cycle de Krebs est un processus
amphibolique (Berg et al., 2013b).

Le bilan du cycle de Krebs, a partir du pyruvate, est le suivant (CO2 = molécule de
dioxyde de carbone) :

1 Acétyl-CoA + 3NAD" + FAD + GDP + Pi + 3H20 > 3 CO2 + 3NADH,H* + FADH2 + GTP

NADH Acetyl coA
NAD+ \ OAA citrate synthétase
malate déshydrogénase
L-Malate )
Citrate
fumarase

it H,0

aconitase

Fumarate -

FADH, G
‘ succinate déshydrogénase
FAD Isocitrate
Succinate
e IDH NAD+
CoA-SH succinyl-coA-synthetase
GDP + P|
co. NADH
Succinyl-CoA  NADH a-Ketaglutarate

NAD+ €O,

CoA-SH

o-KGDH

Figure 2 : Le cycle de Krebs et les enzymes impliquées.

OAA = OxAloAcétate, -KGDH = a-CétoGlutarate DésHydrogénase, GTP = Guanosine Tri Phosphate, GDP = Guanosine
Di Phosphate, Pi = Phoshate Inorganique, IDH = Isocitrate DésHydrogénase
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2. La phosphorylation oxydative (OxPhos)

Les coenzymes réduits NADH,H* et FADH; issus du cycle de Krebs sont capables de
céder leurs électrons aux complexes transporteurs d’électrons présents dans la membrane
mitochondriale interne. Le transfert d’électrons est couplé a un pompage de protons a travers la
membrane interne (via les complexes I, 111 et IV), qui, elle, est imperméable aux protons (Figure
3). Le gradient de protons mis en place de part et d’autre de la membrane interne oriente le
retour des protons vers la matrice mitochondriale a travers le complexe ATP synthase
(complexe V). L’ATP synthase, composée des sous unités Fo et F1, produit de I’ATP suite a la
condensation d’ADP et de phosphate inorganique (Pi). L’Oz est I’accepteur final des électrons
cedés par les coenzymes réduits, et I’H.O (molécule d’eau) est le produit final. L’efficacité de
ce processus dépend fortement de la composition lipidique de la membrane mitochondriale
interne, dont la cardiolipine, qui en est un composant majoritaire.

En termes de bilan énergétique, I’oxydation d’1 NADH,H" permet la synthése de 3 ATP,
et celle d’1 FADH, de 2 ATP. Au terme des réactions exposées, 1’oxydation compléte du
glucose conduit a la formation de 36 ou 38 ATP (Berg et al., 2013c). Ces chiffres varient en
fonction de la navette empruntée pour I’oxydation du NADH,H" issu de la glycolyse, comme
nous allons I’expliquer par la suite.

Espace
intermembranaire

Membrane
mitochondriale
interne

Matrice
mitochondriale Ity

Figure 3 : Les phosphorylations oxydatives et la synthese d'ATP.

D’apres Lincet, 2013.

Il est intéressant de noter que le complexe II correspond a I’enzyme succinate
déshydrogénase, qui intervient également dans le cycle de Krebs (Figure 2).
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C. Les navettes glycérol-phosphate et malate-aspartate

La compartimentation cellulaire implique nécessairement des échanges entre
cytoplasme et mitochondrie, dont la mitochondrie est dépendante. Le transfert du pouvoir
réducteur du NADH,H" issu de la glycolyse, pour qui la membrane mitochondriale est
imperméable, peut se faire selon deux mécanismes différents (Berg et al., 2013c).

e La navette glycérol-phosphate, retrouvée principalement dans les cellules squelettiques
et les cellules nerveuses. Elle transfére le pouvoir réducteur du NADH,H", par
I’intermédiaire du glycérol-phosphate, issu de la réduction du dihydroxyacétone
phosphate (DHAP) cytosolique. Une glycérol-phosphate déshydrogénase cytosolique
(GDHc) assure la réduction du DHAP cytosolique en glycérol phosphate, réaction
couplée a I'oxydation du NADH,H" (Figure 4). Une glycérol-phosphate
déshydrogénase mitochondriale (GDHm) (située sur la face externe de la mitochondrie)
permet I’oxydation du glycérol-phosphate en DHAP, réaction couplée a la réduction du
FAD en FADH.. En termes de bilan énergétique, la formation d’1 ATP est perdue par
rapport au pouvoir réducteur du NADH,H*, ce qui explique les différences de rendement
en ATP calculées a I’issu de I’oxydation compléte du glucose.

e La navette malate-aspartate, retrouvée principalement dans les cellules du foie et du
ceeur, réduit 1’oxaloacétate (OAA) cytosolique en malate via une malate
déshydrogénase cytosolique (MDHc). Le malate, aprés son entrée dans la matrice
mitochodriale est pris en charge par une malate déshydrogénase mitochondriale
(MDHmM) qui I’oxyde de nouveau en OAA (Figure 4). Cette oxydation est couplée a la
réduction d’un NAD* en NADH,H". La transamination de I’OAA conduit a la formation
d’aspartate qui peut franchir les membranes mitochondriales et retourner dans le
cytosol, ou il donne de nouveau de I’OAA cytosolique aprés transamination.

Navette du glycérol-phosphate Navette Malate / Aspartate

NAD*

NADH{ 7 __~ Glycérol-phosphate

NADH,H* NAD"

MDHc

Figure 4 : Les navettes glycérol-phosphate (gain de 2 ATP) et malate-aspartate (gain de 3 ATP).
D’apreés Lincet, 2013.
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D. Une régulation possible de ces voies métaboliques

L’ATP obtenu a I’issu de ces réactions intervient dans la régulation allostérique des
voies métaboliques qui 1’ont créé.

Par exemple, ’activité enzymatique de la phosphofructokinase 1 (PFK1), enzyme qui
catalyse la 3°™ réaction irréversible de la glycolyse, est diminuée lorsque le ratio ATP/ADP est
élevé (Figure 5). Les intermédiaires métaboliques en amont de cette réaction que sont le
glucose-6-phosphate et le fructose-6-phosphate sont alors orientés vers d’autres voies
métaboliques. Ainsi, le glucose-6-phosphate peut étre utilisé dans la voie des pentoses
phosphates (Figure 1). Au contraire, un ratio ATP/ ADP faible aboutit a une levée d’inhibition
de I’enzyme PFK1 et donc a la poursuite de la glycolyse.

Une inhibition allostérique similaire est exercée par le phosphoénolpyruvate et par le
citrate sur la PFK1 (Figure 5). Le citrate est un intermédiaire du cycle de Krebs qui diffuse vers
le cytoplasme lors d’un excés de sa formation au sein de la matrice mitochondriale. Il est alors
transformé en OAA et acétyl-CoA. Ce dernier est une molécule au carrefour des voies
métaboliques et permet la synthése d’acide gras (par 1’acétyl-CoA Carboxylase), de précurseurs
de stéroides, ainsi que 1’acétylation des histones.
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Figure 5 : La régulation allostérique de la glycolyse par les intermédiaires du métabolisme énergétique.

Modifié d’aprés Porporato et al., 2011(fleches rouges : inhibition, fleches vertes : activation)
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Cette regulation allostérique de la glycolyse se comprend au regard de la disponibilité
en Oz pour les cellules et du besoin en ATP (Berg et al., 2013a). En présence d’O3, une quantité
importante de certains produits du cycle de Krebs (ATP, citrate) inhibent le flux glycolytique
(fleches rouges de la Figure 5). En revanche, quand 1’oxygene vient a manquer (Situation
d’hypoxie), 1I’oxydation compléte du glucose par le cycle de Krebs n’est plus possible,
conduisant a une diminution de production d’ATP et de citrate. Par conséquent, 1’inhibition de
la glycolyse est levee et cette derniere fonctionne avec un turn over important pour pallier la
production diminuée d’ATP. Lors d’hypoxie sévére, les niveaux de fructose 1,6-BiPhosphate
(F1,6-BP), d’ADP, d’AMP (Adénosine Mono Phosphate), de Pi augmentent, provoquant ainsi
un flux accru de la glycolyse (Figure 5). Cette derniere permet alors de fournir suffisamment
d’ATP a la cellule pour maintenir la survie méme en condition d’hypoxie sévére. Ce contrdle
du métabolisme glycolytique par la disponibilité en O2 est nommé 1’effet Pasteur.

L’activité de la PDH est contrdlée de maniére similaire. La pyruvate déshydrogénase
kinase 1 (PDK1) inhibe la PDH en condition d’hypoxie via le facteur Hypoxia Inducible Factor
1 (HIF-1). De méme un ratio ATP/ADP élevé provoque une inactivation de la PDH (Figure 6).
Dans ce cas, le pyruvate n’est pas métabolisé par la PDH, il reste dans le cytoplasme ou il est
réorienté pour former du lactate par la LDH, mécanisme qui sera détaillé par la suite (Figure
18).
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Figure 6 : Le contrdle de I'activation de la PDH par les intermédiaires du métabolisme énergétique.

E. L’importance des coenzymes

Le NAD" issu des réactions catalysées par les déhydrogénases cytosoliques (malate
déshydrogénase, LDH, glycérol phosphate déshydrogénase,...) est essenticl a de nombreuses
voies métaboliques. Il est crucial pour I’activité de la GAPDH dans la glycolyse, mais aussi lors
de la synthése des bases pyrimidiques ou encore lors de la réparation de I’ADN (Acide
DésoxyriboNucléique). Son rdle dans 1’activation des sirtuines, déacétylases impliquées dans
I’angiogenése, mais aussi dans la progression tumorale et le contrdle du cycle cellulaire, en fait
un élément clé pour comprendre le métabolisme de la cellule tumorale (Witt et al., 2009).

Le coenzyme réduit NADPH,H" est, quant a lui, utilisé pour les voies de biosynthese
des acides gras, des acides nucléiques et des acides aminés. Il est produit par la partie oxydative
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de la PPP, par la transformation du malate en pyruvate par 1I’enzyme malique, par la glutamate
déshydrogénase et/ou par I’isocitrate déshydrogénase (IDH). De plus, il joue un rdle essentiel
dans les mécanismes de détoxification et d’antioxydant au sein de la cellule, en maintenant le
pool de glutathion sous forme réduite, ce qui empéche I’accumulation des ROS (Reactive
Oxygen Species) (Kuo et al., 2000).

F. Conclusion partielle

Chaque cellule animale produit son énergie a I’issu du métabolisme des glucides, des
lipides et des protéines (non développés dans cette partie). Les carbones des molécules
énergétiques sont oxydés en COa, et les électrons libérés a 1’issu de ces réactions sont utilisés
pour la synthése d’ATP, énergie libre nécessaire a la synthése de macromolécules, au transport
de molécules ou d’ions, ainsi qu’aux mouvements cellulaires. Les réactions d’oxydation du
glucose (glycolyse, cycle de Krebs) sont des processus régulés permettant a la cellule de
s’adapter a son environnement et ses besoins énergétiques. Le rendement est maximal en
présence d’O2, mais la cellule est capable de s’adapter en conditions d’hypoxie. Le schéma
suivant (Figure 7) représente de fagon simplifiée le métabolisme du glucose, a I’origine des
biosyntheéses cellulaires indispensables a la prolifération et a la survie cellulaire.

Glucose

Lipid
synthesis
l Amino acid
@ = synthesis
S

a-ketogiytarate

Figure 7 : Une vue d'ensemble simplifiée du métabolisme du glucose. D aprés Jang et al., 2013.

Voyons maintenant comment ces caractéristiques de 1’ensemble des cellules animales
se retrouvent modifiées dans les cellules cancéreuses, leur conférant une possibilité de
biosynthéses et de prolifération accrue.
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I1. Spécificités du métabolisme de la cellule tumorale

A. L’effet Warburg et son interprétation au fil des années

L’effet Warburg est défini par la capacité des cellules cancéreuses a utiliser les
fermentations aérobies, qui consistent en une consommation accrue de glucose et une
production d’acide lactique, et ce méme en présence d’O, (Warburg, 1956a). Cet effet se
comprend comme un effet Pasteur anormal. Selon ’effet Pasteur, dans une cellule normale,
lorsque la quantité d’O2 n’est pas suffisante, une glycolyse anaérobie (production de lactate) se
produit.

Nous allons nous attacher a expliquer les mécanismes de la mise en place de ’effet
Warburg au sein de la cellule cancéreuse, ainsi que ses conséquences (gestion de I’acide
lactique et des protons). Les autres voies du métabolisme biochimique (détail des réactions
anaboliques, entre autres) ne seront pas développées.

Lathéorie initiale d’Otto Warburg (1924) est que la glycolyse aérobie est due a un défaut
initial de la respiration cellulaire chez les cellules tumorales (Warburg, 1956b). D’apres lui, ce
phénomene est a la base du processus tumoral. En plus des dysfonctionnements de la respiration
mitochondriale, un environnement hypoxique, des signaux oncogéniques et des altérations des
enzymes du métabolisme contribuent a 1’effet Warburg (Pelicano et al., 2006). Cet ensemble
mutlifactoriel conduit a la reprogrammation métabolique de la cellule cancéreuse, au sens des
voies métaboliques classiques qui sont activées ou réprimées dans les cellules tumorales
comparée aux cellules saines (DeBerardinis et Chandel, 2016).

Cet effet Warburg caractérise la plupart des tumeurs, quelle que soit leur origine
cellulaire ou tissulaire. Cette caractéristique est a la base des techniques d’imagerie de type
PET-Scan (Positron Emission Tomography). La détection des tumeurs grace a leur
consommation de 1’analogue du glucose (2-désoxy-2-(18F)-Fluoro-D-Glucose) est largement
utilisée. Le PET-scan est également utilis¢é pour suivre 1’efficacité d’une chimiothérapie
(Vander Heiden et al., 2009). L’intensité de la consommation de glucose permettrait également
de définir I’agressivité et/ou le caractére prolifératif des cellules tumorales (Szablewski, 2013).

Depuis quelques années, les recherches se sont attachées a démontrer les imprécisions
de la théorie d’Otto Warburg. Certains auteurs observaient en effet un phénomeéne de respiration
mitochondriale dans des cellules tumorales (Weinhouse, 1956). Ces observations ont conduit a
développer le concept de coopération entre cellules cancéreuses, cellules « glycolytiques »
d’une part (qui respectent a la lettre 1’effet Warburg, et vivent dans un environnement
hypoxique), et les cellules « oxydatives » qui utilisent les phosphorylations oxydatives suite a
la conversion du lactate en pyruvate. Depuis quelques années sont également décrites les
cellules du stroma, qui fonctionnent sur un mode glycolytique et fournissent du lactate aux
cellules fonctionnant sur un mode oxydatif. Ces interactions métaboliques se retrouvent dans la
bibliographie sous le nom de «reverse » effet Warburg (Lee et Yoon, 2015). Nous
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rediscuterons de ce phénomene dans la suite de notre travail, mais la Figure 8 suivante permet
de mieux se représenter la coopération métabolique (Icard et Lincet, 2013).

Synthése des
A acides gras

Voie des pentoses
phosphates

N Synthése des
nucléotides

Syntheése des
acides gras

Figure 8 : Une représentation schématique de la coopération métabolique.

D'apres Icard et Lincet, 2013.

B. La prise en charge du glucose par la cellule cancéreuse, la
glycolyse et la voie des pentoses phosphates

1. L’entrée dans la cellule par les transporteurs du glucose (GLUT, SGLT) et la prise en
charge par les hexokinases

Avant de pouvoir étre utilisé par la cellule, le glucose, composé hydrophile, doit
traverser la bicouche lipidique de la membrane plasmique. Il peut alors emprunter deux types
de transporteurs.

1- La famille des GLUTs (GLUcose Transporters) : ce sont des transporteurs passifs,
le glucose pénetre selon son gradient de concentration. Les expressions des
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isoformes GLUT1, GLUT2 et GLUT3 sont augmentées dans de nombreux types
tumoraux et souvent corrélées a un mauvais pronostic (Macheda et al., 2005).

2- Lafamille des SGLTs (Sodium Glucose Linked Transporter) : ce sont des symports
Na'/glucose ou le glucose pénétre dans la cellule grace a I’énergie créée par le
gradient de sodium (Szablewski, 2013). L’isoforme SGLT1 est exprimée dans des
tumeurs primaires et des lésions métastatiques du pancréas (Casneuf et al., 2008).

Cette augmentation du nombre de transporteurs au glucose permet de comprendre
I’approvisionnement intense de la cellule cancéreuse en glucose. Une fois dans le cytoplasme,
ce dernier est phosphorylé par I’enzyme hexokinase (HK). Cette phosphorylation est nécessaire
pour que le glucose reste dans la cellule. Cette enzyme est présente sous la forme de quatre
isoformes différentes, selon le mode d’expression tissulaire. L’isoforme de type II (HKII) est
surexprimee dans différents types de cellules cancéreuses (Pastorino et Hoek, 2003).

2. La phosphofructokinase 1 (PFK1) et sa réqulation

La PFK1, enzyme qui catalyse la 3°™ réaction de la glycolyse, voit son activité
biologique diminuer quand le pH intracellulaire est acide (Erecinska et al., 1995). Au sein de la
cellule cancéreuse, le pH intracellulaire est alcalin, favorisant ainsi I’activation de la PFK1
(Cardone et al., 2005). Cette méme enzyme est activée de maniere allostérique par le fructose
2,6-bisphosphate (F2,6-P). Le F2,6-P est produit a partir du fructose 6-phosphate par une
famille d’enzyme issue de quatre génes différents (6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase = PFKFB). Le F2,6-P peut contrer I’inhibition allostérique de 1’activité de la
PFK1 obtenue avec le ratio ATP/ADP élevé (cf. I1.D), et renforcer la glycolyse méme en cas de
ratio ATP/ADP éleveé (Yalcin et al., 2009). Généralement, dans les cellules cancéreuses, ce ratio
est maintenu a un niveau faible car I’ATP est consommé trés rapidement. Ainsi, I’enzyme PFK1
subit une double activation. De plus, le milieu hypoxique entourant les cellules cancéreuses
augmente I’expression des différentes isoformes de PFKFB, et ce de maniere différente selon
les tissus (Minchenko et al., 2003). Par exemple, I’isoforme PFKFB4 est particulierement
surexprimée dans des cellules de cancer du sein et du célon (Minchenko et al., 2005). Ces
criteres contribuent & une glycolyse accrue dans la cellule cancéreuse.

3. L’aldolase et la triose phosphate isomérase

i. L’aldolase

L’aldolase catalyse la réaction réversible entre le fructose-1,6-biphosphate et le
glycéraldehyde-3-phosphate (GA3P). L’isoforme A est surexprimée dans de nombreux tissus
tumoraux comme ceux par exemple de carcinome hépatocellulaire (Lincet et Icard, 2015).
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ii. La triose phosphate isomérase (TPI)

Cette enzyme homodimérique convertit le dihydroxyacétone phosphate (DHAP) en
GA3P, utilisé pour la suite de la glycolyse. Le niveau d’expression de la TPI est élevé dans des
cellules de cancers du poumon (Li et al., 2006). Elle semblerait étre également en plus grande
quantité dans des cellules chimiorésistantes en comparaison a des cellules sensibles a la
chimiothérapie (Di Michele et al., 2010).

4. La glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH)

La glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) catalyse la phosphorylation
et I’oxydation du GA3P pour donner du 1,3-biphosphoglycérate. L’entrée massive de glucose
dans la cellule cancéreuse active la GAPDH (Vila et al., 2000). L’expression de cette enzyme
est associée a la croissance cellulaire, au développement et a I’agressivité des tumeurs. L’étude
de Guo et al. montre que I’expression de cette enzyme est augmentée dans de nombreux cancers
(poumon, sein, prostate...) (Guo et al., 2013). Ceci est en lien avec la glycolyse accrue de ces
cancers (Lincet et Icard, 2015).

5. La phosphoglycérate mutase (PGM1)

La phosphoglycérate mutase 1 (PGM1) transforme le 3-phosphoglycérate (3-PG) en 2
phosphoglycérate (2-PG). Elle est retrouvée souvent surexprimée dans les cellules cancéreuses
(Ren et al., 2010). Elle participe a la régulation des voies de biosynthése en contrélant le niveau
de son substrat. La PGM1 surexprimée provoque un taux important de 2-PG qui active par un
rétrocontréle positif la phosphoglycérate déshydrogénase (PGDH), enzyme impliquée dans la
synthese de la sérine (Hitosugi et al., 2012).

6. La pyruvate kinase (PK)

La pyruvate kinase (PK) est I’enzyme limitante de la glycolyse : elle catalyse sa derniere
étape. Elle existe sous 4 isoformes : type L (liver) et R (red blood cells), et les types M1 et M2
(muscles ou cerveau). Le type M2 est présent dans les cellules embryonnaires et les cellules
souches adultes. Il est également retrouvé dans les cellules cancéreuses ayant une
tumorigeénicité plus importante que celles exprimant PKM1 (Christofk et al., 2008). Une étude
récente montre que le gene de la PKM2 est surexprimé dans des prélévements histologiques de
cancer du pancréas, et que plus 1’expression était forte, plus réduite était la survie (Mohammad
etal., 2016).
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La PKM2 joue un rdle essentiel lors de la glycolyse, mais également en tant que
coactivateur transcriptionnel pour les facteurs de transcription c-Myc et HIF-1-a. (Filipp, 2013).
Le géne codant pour la PK étant également sous le contrdle de c-Myc et HIF-1-a, 1’action de
la PKM2 permet une boucle de rétroaction positive concernant ces facteurs de transcription
(détailles dans le 11.D.2 et I1.F.1).

De plus, la PKM2 est activée de maniere allostérique par 1’intermédiaire glycolytique
fructose 1,6-BiPhosphate (F1,6-BP), et peut interagir avec des protéines tyrosine phosphorylées
qui relarguent du F1,6-BP et diminuent ainsi 1’activité enzymatique de la PK. Cela rend les
métabolites de la glycolyse disponibles pour les voies anaboliques (comme la PPP, la synthése
des acides aminés ou des acides gras). Cela suggére qu’une activation de la PKM2 pourrait
interférer avec les voies anaboliques issues du métabolisme du glucose (Anastasiou et al.,
2012).

Un autre aspect de I’adaptation de la cellule cancéreuse se retrouve dans I’analyse de la
connexion entre la glycolyse et le cycle de Krebs. L’isoforme PKM?2 catalysant la derniére
réaction de la glycolyse conduit & un goulot d’étranglement de cette derniere. De plus,
I’inhibition de la PDH conduit a déconnecter la glycolyse du cycle de Krebs. Certains
métabolites de la glycolyse sont alors disponibles pour participer aux voies anaboliques
nécessaires a la prolifération des cellules cancéreuses (Figure 9). Par exemple, I’accumulation
de 3-PG active la PGDH, qui est orientée vers la synthése de sérine puis de glycine (synthése
protéique).
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Figure 9 : Une connexion entre la glycolyse et le cycle de Krebs modifée.

Modifié d'apres Icard et Lincet, 2013.
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7. La transcétolase, une enzyme clef de la voie des pentoses phosphates

L’oxydation du glucose-6-phosphate par la G6PD aboutit a la formation d’oses, comme
le ribose-5-phosphate, impliqués dans des reactions de biosynthése (acides nucléiques,
coenzymes, acides gras, hormones stéroides, composés phénoliques...) essentielles a la survie
de la cellule cancereuse. Une isoenzyme de la transcétolase, la transcétolase like enzyme
TKTLL, est surexprimeée dans de nombreux types de cancers (Coy et al., 2005). Cette enzyme
stimule la PPP. Son expression est associée a un mauvais pronostic dans le cancer du célon par
exemple (Ahopelto et al., 2016).

C. Un cycle de Krebs au fonctionnement modifié

1. L’altération des enzymes du cycle de Krebs

I La citrate synthase

La premicre enzyme du cycle de Krebs catalyse la réaction irréversible entre 1’acétyl-
CoA et I’OAA, al’origine de citrate et de Coenzyme A. Sa perte d’activité conduit a une baisse
de la concentration cytosolique en citrate et & la tumorigenése (Lin et al., 2012). Les
mécanismes liant D’altération du métabolisme mitochondrial et la tumorigenese ne sont pas
encore completement élucidés. Qu’ils soient une cause ou une conséquence de la
cancérogenese, leur intérét thérapeutique n’est pas pour autant diminué.

ii. L’isocitrate déshydrogénase (IDH)

Les isocitrate déshydrogénases (IDH) sont des enzymes qui oxydent réversiblement
I’isocitrate en a-cétoglutarate et CO2 en présence d’un accepteur d’électrons. Il existe plusieurs
isoenzymes, dont une forme cytoplasmique (IDH1) a NADP* qui participe a la lipogénése et
une forme mitochondriale (IDH2) a NAD" qui participe au cycle de Krebs.

Les IDH sont altérées dans certaines tumeurs, comme les gliomes et les leucémies
myeéloides aigues (Clark et al.,, 2016 ; Dang et al., 2016). Elles produisent du D-2-
HydroxyGlutarate, considéré comme ayant des propriétés d’oncogéne (Jin et al., 2011).

iii. La succinate déshydrogénase (SDH)

La succinate déshydrogénase (SDH) catalyse 1I’oxydation du succinate en fumarate lors
du cycle de Krebs. La perte de fonction de cette enzyme entraine une accumulation de succinate
(Pollard et al., 2005), elle est considérée comme un géne suppresseur de tumeurs (Gottlieb et
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Tomlinson, 2005). Par exemple, des mutations de la SDH peuvent entrainer le développement
de phéochromocytomes (Astuti et al., 2001), de paragangliomes (Niemann et Mller, 2000), ou
de carcinome rénal (Cornejo et al., 2015). Cette enzyme constitue également le complexe Il des
phosphorylations oxydatives. Par conséquent, des mutations de la SDH affectent aussi la
fonction respiratoire de la mitochondrie.

iv. La fumarate hydratase (FH)

La fumarate hydratase (FH) catalyse la formation de L-malate a partir du fumarate. Sa
mutation peut entrainer des cancers de I’utérus (Mann et al., 2015), des phéochromocytomes
(Clark et al., 2014), des paragangliomes (Castro-Vega et al., 2014). Elle agit comme un géne
suppresseur de tumeurs. Sa perte de fonction entraine 1’accumulation de fumarate.

2. L’importance de la glutamine et de la glutaminolyse

i La glutaminolyse

La glutamine est un acide aminé non essentiel issu de la protéolyse. Elle est impliquée
dans la synthése des nucléotides, des lipides et dans I’approvisionnement du cycle de Krebs. Le
catabolisme de la glutamine est appelé la glutaminolyse (Figure 10). La 1% étape de la
glutaminolyse est la conversion de la glutamine en glutamate et ammoniac via la glutaminase,
réaction pouvant avoir lieu dans le cytoplasme comme dans la mitochondrie. Le ratio
glutamate/glutamine permet de quantifier le métabolisme de la glutamine. L’analyse
métabolomique réalisée par Budczies et al. sur 270 échantillons de cancer du sein et 97
échantillons sains a révélé un ratio glutamate/glutamine plus élevé dans les cellules tumorales
(Budczies et al., 2015), et en particulier dans celles n’exprimant pas le récepteur aux
oestrogenes (ER-).

La glutaminase existe sous trois isoformes : la glutaminase liver-type, la glutaminase
kidney-type, et la glutaminase C. La glutaminase C apparait comme 1’isoenzyme la plus
spécifique pour répondre aux besoins métaboliques accrus de la cellule cancéreuse (Cassago et
al., 2012).

Dans la mitochondrie, le glutamate est ensuite oxydé en a-cétoglutarate grace a la
glutamate déshydrogénase, en parallele de la formation de NADH. L’a-cétoglutarate rejoint
ensuite le cycle de Krebs. Dans le cytoplasme, 1’aspartate transaminase catalyse la
transformation du glutamate en a-cétoglutarate et de ’OAA en aspartate pouvant servir a la
biosynthése des nucléotides.
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Figure 10 : La glutaminolyse.

L’oxydation de la glutamine peut donc remplacer le pyruvate pour faire tourner le cycle
de Krebs, notamment en conditions anaérobies. Ainsi, la glutaminolyse permet une production
d’ATP par les phosphorylations oxydatives et alimente les voies de biosynthese de protéines,
lipides, acides nucléiques (Figure 11) (DeBerardinis et Cheng, 2010).
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Figure 11 : Le métabolisme de la glutamine au ceeur du métabolisme énergétique de la cellule cancéreuse.

D’apres Daye et Wellen, 2012.
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La glutamate déshydrogénase 1 est souvent surexprimée dans certains cancers. Elle
contribue a 1’homéostasie redox des cellules cancéreuses en controlant les niveaux d’a-
cétoglutarate et de son métabolite le fumarate. En effet, le fumarate peut activer I’enzyme
glutathion peroxidase 1, qui inhibe a son tour la production de radicaux libres (Jin et al., 2015).

ii. Un possible fonctionnement inverse du cycle de Krebs

Il est intéressant de noter que certaines cellules cancéreuses sont dépendantes de la
glutamine pour leur survie. Une hypothése avancée pour expliquer la survie des cellules
cancéreuses utilisant le métabolisme de la glutamine est ’activité inverse de I’'IDH (II.C.1.ii).
Les isoformes IDH1 et IDH2 peuvent en effet également effectuer une carboxylation réductive
de I’a-cétoglutarate en isocitrate (Filipp et al., 2012), qui peut étre converti en citrate. Une fois
sorti de la mitochondrie, ce dernier est pris en charge par I’ATP Citrate Lyase (ACLY), qui le
transforme en acétyl-CoA et OAA (Hirschey et al., 2015). Ce fonctionnement inverse d’une
partie du cycle de Krebs permet de comprendre comment la cellule cancéreuse fabrique tous
les composés nécessaires a sa survie, et ce méme en conditions d’hypoxie (Figure 12).
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Figure 12 : L activité inverse de I'IDH.
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D. Les voies de signalisation en aval d’Akt, une « Warburg » kinase

1. L’activation de Akt

La voie de signalisation PI3K (Phospholnositide 3-Kinase)-Akt est trés souvent altérée
lors du processus tumoral et joue un réle important dans la survie cellulaire (DeBerardinis et
Chandel, 2016). Cette activation est également favorisée par 1’oncogéne Ras (Ramjaun et
Downward, 2007). L’activation massive de la protéine kinase Akt stimule la glycolyse de
maniére importante, en augmentant I’expression des transporteurs du glucose, mais aussi en
phosphorylant des enzymes comme I’HK ou la PFK1 (Elstrom et al., 2004). L’activation de la
voie PI3K-Akt participe également & la stabilisation du facteur HIF-1-a, via I’implication de
mTOR (Figure 13).
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Figure 13 : La voie de signalisation PI3K-Akt.

2. L’implication de mammalian target of rapamycin (mTOR)

Le mammalian target of rapamycin (mTOR) est une protéine kinase phosphorylant des
résidus sérine et/ou thréonine kinase intracellulaire, capable d’intégrer de nombreux signaux
environnementaux. Elle est impliquee dans de nombreux processus biologiques comme la
synthese protéique, la croissance et la prolifération cellulaire. Par exemple, mTOR stimule la
transcription, entre autre, de HIF-1-a et c-Myc. mTOR existe au sein de deux complexes
protéiques distincts, mMTORC1 et mTORC2. L’activation de mMTORCI1 est retrouvée au sein de
nombreux cancers (Li et al., 2014a).

MTORCL est en aval de la voie PI3K-Akt. Akt agit en inhibant le complexe TSC2
(tuberous sclerosis complex 2) qui lui-méme est un inhibiteur de mTORCL1 (Figure 14).
mTORCI agit en permettant 1’activation par phosphorylation de la protéine S6 kinase (p70-
S6K) et la phosphorylation du facteur d’initiation protéique 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor
4E- binding protein-1).

L’activation de p70-S6K permet la transcription d’ARN messager (ARNm) codant pour
des protéines impliquées dans la croissance cellulaire. Elle exerce un rétrocontréle négatif sur

42



la voie de signalisation PI3BK-AKT en initiant la dégradation du récepteur a I’insuline, lui-méme

activateur de PI3K. Elle peut également exercer un rétrocontrole négatif sur 1’activation de
MTOR en stimulant TSC1 et TSC2 (Figure 14).

La phosphorylation de la protéine 4E-BP1 la rend incapable d’inactiver par fixation la
protéine elF4E qui peut alors, comme p70-S6K, jouer un role d’activateur de la transcription
(Figure 14).

Le fonctionnement du complexe mTORC2, découvert plus récemment, semble
relativement limité. Il provoque la phosphorylation d’Akt sous I’effet de facteurs
environnementaux comme I’insuline, et indirectement active le complexe mTORCL1 (Figure
14). mTORC?2 régule également 1’actine du cytosquelette, via la GTPase RHO et la protéine
kinase C (PKC). L’actine joue un role dans la régulation des mouvements et dans 1’adhésion
cellulaire.
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Figure 14 : Schéma bilan des voies d’activation et du rble de mTOR.

L’influx massif de glucose dans la cellule cancéreuse conduit a ’activation de la voie
MTORCL car I’enzyme GAPDH va se lier a son substrat le GA3P et libérer le facteur Rheb,
membre atypique de la superfamille Ras, qui peut ainsi activer mTORC1 (Long et al., 2005).
Cette voie est essentielle a la prolifération cellulaire (Inoki et Guan, 2006).
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Une autre voie pouvant moduler mTOR est la voie de I’AMPK (AMP kinase). Cette
enzyme a un rdle de jauge de I’énergie cellulaire. Une grande quantit¢ d’AMP, retrouvée en
situation d’hypoxie par exemple, active de manicre allostérique I’AMPK. L’AMPK va alors
pouvoir d’une part phosphoryler le PFKFB3, favorisant la glycolyse, et d’autre part inhiber
indirectement mTOR par activation de TSC1 (Figure 15).
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Figure 15 : La voie de I'AMPK - mTOR

Par ailleurs, mTORCL1 joue également un r6le sur le métabolisme de la cellule
cancéreuse en activant le facteur HIF-1-a méme en conditions de normoxie (Robey et Hay,
2009).

3. Le facteur HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1)

HIF-1 est un régulateur du metabolisme du glucose trés important, notamment dans les
cellules cancéreuses. Ce facteur de transcription induit par I’hypoxie est essentiel a la régulation
de la réponse tumorale a I’hypoxie (angiogenése, glycolyse accrue, résistance a 1’apoptose)
(Semenza, 2010). Son activité est regulée par la disponibilité de la sous unité HIF-1-a., présente
en quantité plus importante lors de conditions hypoxiques. En effet, en présence d’O, les prolyl
hydroxylases (PHD) hydroxylent HIF-1-a qui est ensuite dégradé par le protéasome. Lors d’un
processus tumoral ou les cellules sont majoritairement en hypoxie, ce phénomeéne est inhibé
provoquant la stabilisation de HIF-1-a.. C’est le cas par exemple du myélome multiple (Bhaskar
et Tiwary, 2016). La sous unité HIF-1-o est alors transloquée dans le noyau et peut activer le
facteur de transcription HIF-1 en formant un hétérodimére avec HIF-1-3 (Figure 16).
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Figure 16 : L activation de HIF-1 en situation d'hypoxie.

D ’apreés Porporato et al., 2011.

Les genes ciblés par ce facteur de transcription sont nombreux, comme par exemple le
VEGF (facteur de croissance de I’endothélium vasculaire), des enzymes de la glycolyse

(Figure 17) ou encore des transporteurs du lactate, les MonoCarboxylate Transporter (MCT),
que nous allons décrire par la suite.

Par ailleurs, HIF-1-a active la PDK1, enzyme inhibant la PDH (Figure 17). De ce fait,
le pyruvate est disponible pour étre transformé en lactate (par la LDH5) (Keith et al., 2012).

HIF-1-o apparait alors comme un facteur protéique permettant & la cellule cancéreuse de
s’adapter a son environnement en modifiant son métabolisme.
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Figure 17 : Le facteur HIF-1 favorise I'activité de nombreuses enzymes de la glycolyse.

D'aprés Porporato et al., 2011.

De maniére intéressante, HIF-1 peut également étre activé méme en conditions
normoxiques. La présence de lactate dans le milieu permet de mimer ’activation de HIF-1. En
effet, les PHD sont inhibées par les produits d’oxydation du lactate, empéchant la dégradation
de HIF-1-a (Sonveaux et al., 2012).
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E. L’importance de ’acide lactique et d’un microenvironnement
tumoral acide

1. La production de I’acide lactique, essentiel a la survie tumorale

I La lactate déshydrogénase et les transporteurs des monocarboxylates

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme tétramérique composeée de deux sous-
unités (A et B), codées par les genes LDH-A (ou LDH-5) et LDH-B. 5 isoenzymes peuvent étre
formées (Figure 18). LDH-A favorise la réaction enzymatique dans le sens pyruvate vers
lactate, alors que LDH-B réalise la réaction inverse (lactate en pyruvate), qui est ensuite
disponible pour le cycle de Krebs.

Le géne codant pour la LDH-A est activé par c-Myc et/ou HIF-1. En hypoxie, le
pyruvate va alors étre transformé en lactate et générant du NAD?, crucial a la glycolyse. Cela
permet a la cellule tumorale hypoxique de produire I’ATP nécessaire a sa survie.
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Figure 18 : L activité de la LDH.

D’apres Porporato et al., 2011.

Une étude récente montre que le gene de la LDH-A est surexprimé dans des
prélévements histologiques de cancer du pancréas, et que plus I’expression était forte, plus
faible était la survie (Mohammad et al., 2016). Le lactate ainsi produit est ensuite exporté avec
un proton (H™) dans le milieu extracellulaire par le transporteur MCT4, qui appartient a la
famille des monocarboxylates (MCTSs). Cela contribue a I’acidification du milieu extracellulaire
(Halestrap, 2012). L’expression de MCT4 est induite par HIF-1 en conditions d’hypoxie. La
LDH-A et le MCT4 contribuent alors a la survie des cellules tumorales (Fantin et al., 2006).

Le transporteur MCT1 est également retrouvé dans certaines tumeurs. Contrairement a
MCT4 qui exporte le lactate dans le microenvironnement, MCT1 provoque son entrée dans la
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cellule pouvant fonctionner sur un mode oxydatif. Le lactate est alors transformé par la LDH-
B en pyruvate qui sera métabolisé en ATP et CO: par le cycle de Krebs. Il permet d’expliquer
la théorie de symbiose métabolique dans les tumeurs (Feron, 2009 ; Icard et al., 2014), que nous
avions abordé au paragraphe I1.A.

Le schéma suivant (Figure 19) résume les enzymes et transporteurs impliqués dans le
métabolisme du lactate.
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Figure 19 : Les échanges de lactate au sein d'un tissu tumoral.

D'apres Spugnini et al., 2015

ii. Le réle de I’ATP-citrate lyase

L’ATP-Citrate Lyase (ACLY) est une enzyme cytosolique (extra-mitochondriale)
indispensable & la jonction du métabolisme glucidique et lipidique. L’activité de I’ACLY est
plus importante dans un grand nombre de cancers. Cela a été démontré aprés analyse
immunohistochimique de 162 tumeurs (adénocarcinome du poumon). De plus, cette activité est
corrélée au stade, au grade, et au pronostic (Migita et al., 2008). En présence d’ATP et de
Coenzyme A, ’ACLY convertit le citrate en acétyl-CoA et en OAA (réaction inverse de la
premiére réaction du cycle de Krebs). Cet acétyl-CoA peut ensuite étre utilise pour la synthése
de novo de lipides (cholestérol et acides gras a longue chaine) essentielle a la prolifération
cellulaire et/ou pour I’acétylation des histones (Figure 20).
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Figure 20 : Le role de I'ACLY.

D ’apres Hatzivassiliou et al., 2005.

L’OAA, quant a lui, aboutit a la production d’acide lactique aprés deux réactions
produisant du NAD* et NADPH, H*. Dans une cellule saine, la plupart du lactate est exporté
dans le sang jusqu’au foie, ou il est utilisé via le cycle de Cori pour la synthése de glucose. Dans
I’environnement tumoral, le lactate est utilisé par les cellules en normoxie (Figure 19).

2. L’importance des efflux de protons

Le métabolisme accru du glucose, ainsi que celui des acides aminés, produit une grande
quantité de protons, H*. Une acidification trop importante du cytosol serait délétere, par
exemple en entrainant une baisse de ’activité de PFK1 ; les H" sont alors exportés hors de la
cellule cancéreuse et acidifient le milieu extracellulaire. lls peuvent également étre séquestrés
a lintérieur de vacuoles intracellulaires. Différentes pompes a protons et transporteurs
permettent cette acidification caractéristique. Cela contribue a la formation du
microenvironnement tumoral hostile (Spugnini et al., 2015).

I L’ATP-ase de type V

L’ ATP-ase de type V est une enzyme présente dans les membranes de compartiments
intracytoplasmiques et dans la membrane plasmique. Elle est capable d’hydrolyser des
molécules d’ATP en transférant des H™ de part et d’autre de la membrane dans laquelle ils se
trouvent. Une augmentation de I’expression de cette enzyme est considérée comme une
adaptation de la cellule cancéreuse a son microenvironnement. Son activité participe
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notamment a I’invasion tumorale et a la chimiorésistance (les molécules de chimiothérapie sont
des bases faibles, elles sont neutralisées lors de la protonation en milieu acide).

De nombreux modeéles cellulaires métastatiques agressifs sont caractérises par une
augmentation de ’activité de la V-ATPase, résultant en un phénomeéne d’autophagie accru
(essentiel pour que la cellule cancéreuse survive) (De Milito et al., 2010).

ii. L’échangeur Na+/H+ (NHE-1)

Cet échangeur se trouve naturellement dans les cellules saines, il est activé lors
d’acidification cytosolique. Son hyperactivit¢ dans les cellules cancéreuses contribue au
maintien d’un pH cytosolique basique, favorable au développement de mutations, a une
prolifération non contr6lée, au développement de résistance et a la propagation tumorale
(Reshkin et al., 2000).

iii. Les anhydrases carboniques (CA, Carbonic Anhydrases)

Les anhydrases carboniques (CA) sont des métalloenzymes transmembranaires
catalysant la réaction réversible d’addition d’l molécule d’eau sur 1 molécule de gaz
carbonique pour donner de I’acide carbonique. Ce dernier se dissocie au pH physiologique en
un ion bicarbonate et un H*. Les CA sont ainsi impliquées dans 1’équilibre acide-base de la
cellule. Les CAIX et CAXII sont retrouvées majoritairement au niveau de tumeurs hypoxiques
(Tafreshi et al., 2016). Dans les tissus normaux, ces isoformes sont inactives. La CAIX semble
surexprimée dans un grand nombre de cancer (Spugnini et al., 2015). Elle participe a
I’acidification du microenvironnement tumoral et est également impliquée dans la progression
tumorale par sa capacité a réguler le pH et I’adhésion cellulaire.
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iv. Bilan des transporteurs impliqués dans efflux de protons

Le schéma suivant (Figure 21) récapitule tous les acteurs participant a I’efflux de
protons hors de la cellule. En plus des molécules décrites précédemment, on retrouve le
cotransporteur du bicarbonate de sodium (NBC), qui permet la réabsorption de HCO3™ qui
pourra réagir dans le cytosol avec un H*. La pompe Na/K favorise I’export de sodium qui sinon
s’accumulerait dans la cellule de par I’activité de NHE et NBC.
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Figure 21 : Les efflux de protons.

D'aprés Porporato et al., 2011

F. Les relations entre oncogenes et métabolisme, vers une
explication de I’origine du cancer ?

1. L’importance de la génétique

L’intensité de la glycolyse dans les cellules cancéreuses serait due a [’activation
d’oncogenes suite a des mutations, et a la perte d’expression des genes suppresseurs de tumeurs.
Parmi ces mutations, la voie PI3K-Akt, c-Myc et p53 peuvent altérer le métabolisme
biochimique (Chen et Russo, 2012).

Par exemple, le gene c-myc apparait surexprimé dans de nombreux cancers, et régule
I’expression de nombreux genes en lien avec le métabolisme énergétique tels ceux de I’HK, de
la GAPDH, de la PKM2, et de la LDH. Cette surexpression renforce 1’effet Warburg. De plus,
c-Myc favoriserait la glutaminolyse mitochondriale, permettant ainsi I’apport suffisant en ATP
pour la cellule cancéreuse (Wise et al., 2008).
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Nous avons développé I’implication de la protéine Akt précédemment (11.D), ainsi que
I’importance de la voie PI3K-Akt.

Enfin, la protéine p53, dont le géne est un des plus fréeqguemment mutés quel que soit le
type de cancer, agit comme inhibiteur de la glycolyse (Vousden et Ryan, 2009), via une
augmentation de 1’expression de 1’enzyme fructose-2,6-biphosphatase TIGAR (TP53-induced
glycolysis and apoptosis regulator) (Figure 22). La perte d’activité de la protéine p53 participe
a la spécificité de la glycolyse anaérobie des cellules cancéreuses et a la diminution des
phosphorylations oxydatives (Bensinger et Christofk, 2012) car p53 active la synthése de la
cytochrome c oxydase 2 (enzyme impliquée dans la chaine de transporteur d’électrons).

Figure 22 : La régulation du métabolisme par les oncogénes. D ’aprés Jang et al., 2013.

D’autres théories soutiennent que les particularités du métabolisme énergétique sont a
I’origine méme du cancer, et que les mutations génétiques ne sont qu’une conséquence.
Détaillons un instant ces arguments, qui apportent des précisions sur le métabolisme de la
cellule tumorale.

2. L’importance des aspects métaboliques

D’apres Seyfried (2012), les perturbations mitochondriales sont trop importantes pour
permettre le fonctionnement correct des phosphorylations oxydatives (Seyfried, 2012. Chapitre
5: «Respiratory Dysfunction in Cancer Cells »). En effet, comme le détaille Pedersen, les
modifications de structure, de forme et de composition des mitochondries ne permettraient pas
leur fonctionnement normal. Les mitochondries des cellules cancéreuses sont en effet moins
nombreuses, avec moins de crétes mitochondriales indispensables au bon fonctionnement des
phosphorylations oxydatives. Plus les mitochondries apparaissent modifiées, plus la tumeur
étudiée semble agressive (Pedersen, 2007).
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Selon Seyfried et al., I’insuffisance respiratoire conduit a une dépendance de la cellule
envers les phosphorylations non oxydatives pour I’approvisionnement en énergie et pour la
survie. Elle est due a I’effet cumulatif de facteurs environnementaux et génétiques qui altérent
la fonction mitochondriale (Seyfried et al., 2014).

Les mutations génétiques étant trop disparates, les perturbations mitochondriales
seraient a l’origine des mutations, via le phénomene de réponse rétrograde (signaux
épigenétiques émis de la mitochondrie vers le noyau). Seyfried s’appuie sur I’expérience
suivante pour démontrer sa thése, ou le transfert d’un noyau issu d’une cellule tumorale dans
un cytoplasme de cellule saine conduit a I’obtention de cellules saines (expérience 3), alors que
le transfert d’un noyau normal dans un cytoplasme de cellule tumorale conduit a I’obtention de
cellules tumorales (expérience 4) (Figure 23).
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Figure 23 : Récapitulatif des expériences d aprés Kaipparettu et al., (2013) et Elliott et al., (2012).

Ceci rejoint la théorie initiale de Warburg (1956b) selon laquelle le dysfonctionnement
métabolique de la cellule était a I’origine de la cancérogenése. Cette théorie (Warburg 1956a)
fut discréditée par Weinhouse car de nombreuses cellules tumorales en culture apparaissent
respirer (Weinhouse et al. 1956). Si ce phénomeéne peut étre expliqué par la théorie de symbiose
métabolique et I’effet Warburg inverse (« reverse » effet Warburg), ce phénomeéne est expliqué
d’aprés Seyfried par les phosphorylations du substrat (Seyfried, 2012. Chapitre 7: «Is
respiration normal in cancer cells ? »).

Les phosphorylations du substrat (glycolyse, réaction de la succinyl-CoA synthétase lors
du cycle de Krebs) fournissent un apport en ATP qui ne nécessite pas forcément d’oxygéne. Un
gradient moteur de protons pourrait toujours opérer grace a une action a ’envers de la
FiFoATPase. L’isoforme HK Il fournirait I’ATP issu de la glycolyse a la mitochondrie pour
maintenir ce gradient de protons. Cela expliquerait en partie comment les cellules tumorales
peuvent survivre en milieu hypoxique malgré les dommages de leurs mitochondries.

De plus, si les phosphorylations oxydatives étaient normales dans les cellules
canceéreuses, en présence d’O>, la production de lactate diminuerait (car le pyruvate serait oxydé
dans le cycle de Krebs et ne serait pas disponible pour la réaction catalysée par la LDH). Il
aborde alors la notion de pseudo respiration, ou la cellule consomme de 1’02 et produit de
I’ATP, non pas par les phosphorylations oxydatives mais par les phosphorylations du substrat.
Il faut néanmoins faire attention, en culture, a 1’effet Crabtree, qui se produit lorsque des
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niveaux élevés en glucose et autres métabolites dans le milieu de culture augmentent la
glycolyse et inhibent les oxydations phosphorylatives (Diaz-Ruiz et al., 2011).

Un autre argument soutenant cette théorie se retrouve dans 1’analyse du lipidome
(contenu et composition lipidique d’une cellule ou d’un de ses organites). Ce lipidome est
essentiel pour I’intégrité des biomembranes, car le fonctionnement des protéines de la chaine
de transporteurs d’¢électrons est dépendant en partie de la composition lipidique de la membrane
mitochondriale interne. La cardiolipine (1,3-diphosphatidyl-sn-glycérol) est le lipide le plus
important de la membrane mitochondriale interne. L’¢étude de Kiebish et al. met en évidence
des anomalies de composition de la cardiolipine au sein de lignées tumorales (astrocytome,
gliome), ce qui entraine un mauvais fonctionnement de la chaine de transport d’électrons
(Kiebish et al., 2008).

G. Conclusion partielle

Les cellules cancéreuses ont des besoins en énergie tres important (biosynthése de
molécules nécessaire a la division cellulaire, phénoméne d’angiogenése). Dans un
environnement hypoxique defavorable, la survie cellulaire est possible par un fonctionnement
accéléré de la glycolyse (via des transporteurs au glucose plus nombreux et des enzymes
glycolytiques activées). Cette derniére apparait déconnectée du cycle de Krebs, qui fonctionne
en partie « a I’envers » afin de synthétiser de 1’acétyl-CoA, molécule au carrefour des voies de
synthése cellulaire, suite a la glutaminolyse. Ce fonctionnement accéléré de la glycolyse est
¢galement possible en présence d’O2, ce qui définit I’effet Warburg.

Le facteur de transcription induit par I’hypoxie HIF-1 est essentiel a la régulation de la
réponse tumorale a I’hypoxie (angiogenese, glycolyse accrue, résistance a I’apoptose). L’effet
Warburg dans les cellules cancéreuses s’explique en partie par 1’activation d’oncogenes suite a
des mutations, et a la perte d’expression des geénes suppresseurs de tumeurs. Parmi ces
mutations, la voie de signalisation PI3K-Akt, c-Myc et p53 ont un réle important. Les
dysfonctionnements de la respiration mitochondriale, et les altérations des enzymes du
métabolisme contribuent également a I’effet Warburg.

L’intense métabolisme du glucose conduit a une production de protons et de lactate
importante par les cellules cancéreuses glycolytiques. La gestion de 1I’équilibre redox de la
cellule est donc fondamentale. Les transporteurs de protons et du lactate jouent un role essentiel
dans I’acidification du microenvironnement tumoral. Le lactate ainsi exporté est disponible
pour les cellules « oxydatives » qui utilisent la phosphorylation oxydative suite a la conversion
du lactate en pyruvate (phénomene de cooperation cellulaire).

A travers tous ces aspects, nous comprenons la complexité du métabolisme biochimique
énergétique, alors que n’ont été abordées ici que les bases servant a envisager une thérapeutique
abordable dans le monde vétérinaire. Ainsi, nous n’avons pas développé les phénomeénes
épigénétiques (méthylation d’enzymes clefs telles I’'HK II par exemple, role des sirtuines...),
décrits plus précisément dans la revue de Upadhyay et al., (2013). Voyons maintenant quelles
molécules peuvent étre utilisées pour cibler les voies métaboliques précédemment décrites.
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I11. Les molécules ciblant le métabolisme de la cellule tumorale

Si la progression et le comportement sont variables d’une tumeur a 1’autre, 1’étude
précédente du métabolisme de la cellule cancéreuse met en lumiére des points communs a tous
les cancers, pouvant étre utilisés pour un objectif thérapeutique.

Nous allons répertorier dans cette partie les molécules utilisables in vitro et in vivo pour
cibler les spécificités du métabolisme du glucose et de la glutamine ainsi que celles agissant sur
I’équilibre acido-basique de la cellule cancéreuse.

A. Cibler I’entrée de glucose dans la cellule via P’inhibition de
GLUT1

La surexpression des transporteurs du glucose semblerait rendre les cellules cancéreuses
résistantes aux différentes chimiothérapies. En partant de ce postulat, plusieurs molécules ont
été testées in vitro et/ou in vivo.

1. Laphlorétine

L’équipe de Cao et al. a utilisé la phlorétine, inhibiteur des GLUT, pour sensibiliser les
cellules cancéreuses a la daunorubicine dans des conditions hypoxiques (Cao et al., 2007). Ces
travaux montrent I’intérét de cibler le métabolisme énergétique pour favoriser I’efficacité de la
chimiothérapie. De plus, la phlorétine semble entrainer in vitro des phénoménes d’apoptose
dans des cellules de cancer du foie (Wu et al., 2009) et dans un modéle de cancer du poumon
(Min et al., 2015). L’étude de Wu et al. montre également une activité in vivo de la phlorétine
a 10 mg/kg en intrapéritonéal sur un modeéle souris nude avec une xénogreffe de cancer du foie.
Sur un modéle de souris nude xénogreffe avec des cellules d’une lignée de cancer du poumon,
la phlorétine a été administrée en intrapéritonéal a faible dose (10 mg/kg) et a forte dose (20
mg/kg) démontrant I’effet dose dépendant de cette derniere (Min et al., 2015).

2. Le fasentin

L’¢étude de Wood et al. utilise le fasentin (N-[4-chloro-3-(trifluorométhyl)phényl]-3-
oxobutanamide) pour rendre les cellules plus sensibles au récepteur Fas (impliqué dans les
mécanismes d’apoptose, cf. annexe 1). D’aprés cette étude, le fasentin serait un inhibiteur
partiel des transporteurs au glucose GLUT1 (Wood et al., 2008).
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3. Lasilybine

La silybine est un flavonoide naturel issu du Chardon-Marie Silybum marianum,
inhibiteur des GLUT (Zhan et al., 2011). Son dérive, la déhydrosilybine, semble inhiber la prise
en charge du glucose de maniére plus importante. D’aprés de nombreuses études, la silybine
inhibe de ce fait la croissance des cellules cancéreuses. Par exemple, dans un modeéle in vitro
de carcinome des cellules basales, en utilisant des lignées cellulaires qui dérivent de tumeurs
murines, I’équipe de Tilley et al. démontre la diminution de la croissance cellulaire en présence
de silybine et de son produit d’activation le 2,3-déshydrosilibinine (Tilley et al., 2016). In vivo,
dans leur modele d’allogreffe ectopique, 1’administration orale de silybine et de 2,3-
déshydrosilibinine (200 mg/kg) inhibe la croissance tumorale de respectivement 44% et 71%
(p < 0.05). Les mécanismes impliguent une inhibition du signal mitogéne, un déclenchement
de I’apoptose, une suppression de I’activation de facteurs de transcription.

La silybine montre également un effet bénéfique en association avec de la
chimiothérapie. Dans un modéle in vitro de carcinome du poumon a petites cellules, un effet
synergique avec 1’étoposide et la doxorubicine est démontré (Sadava et Kane, 2013), & une dose
de 50 pumol/L. La silybine augmente également les effets inhibiteurs de la croissance de
molécules comme le géfitinib et le sorafénib (dans un modéle in vitro de carcinome
hépatocellulaire, Gu et al., 2015).

L’effet de la silybine en association avec la radiothérapie a été testé sur des lignées
cellulaires de cancer de la prostate et de cancer du poumon (Nambiar et al., 2015). In vitro, a
25 pmol/L, la silybine favorise I’inhibition de la croissance cellulaire par les rayonnements
ionisants (2,5-10 Gy - 96%, p < 0,001), ainsi que la production de ROS et I’apoptose, en limitant
les signaux de survie et la réparation suite a 1’ionisation. In vivo, sur un modéle de souris avec
une xénogreffe de cancer de la prostate, la silybine (200 mg/kg) favorise la radiosensibilité,
augmente la réponse apoptotique (de 10 fois, p < 0,01), limite la réparation des dommages de
I’ADN, et limite la toxicité due a la radiothérapie.

4, Les WZ

L’équipe de Liu et al. a développé des molécules mimant I’inhibition des GLUT1,
WZB27 et WZB115. Elles inhibent le transport du glucose au sein de la cellule, ainsi que la
prolifération cellulaire, et induisent un phénomeéne d’apoptose dans des lignées cellulaires de
cancer du poumon et de cancer du sein sans affecter les cellules saines environnantes (Liu et
al., 2010).

Une autre molécule ciblant les transporteurs du glucose a été développée par la méme
équipe en 2012 (Liu et al., 2012) 11 s’agit du WZB117, qui inhibe la croissance cellulaire in
vitro dans des lignées de cellules cancéreuses du poumon et du sein, mais également in vivo
dans un modéle de souris nude (xénogreffe issue de cellules de cancer du poumon). L’injection
intrapéritonéale une fois par jour de WZB117 a une dose de 10 mg/kg entraine une réduction
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de plus de 70% de la taille de la tumeur greffée. D’aprés cette étude, les mécanismes seraient
une induction de la sénescence en plus de la diminution du taux d’ATP intracellulaire. Cette
méme molécule pourrait inhiber la capacité de régénération et d’initiation tumorale des cellules
souches cancéreuses, sans compromettre leur potentiel de prolifération (Shibuya et al., 2015).

5. L’imatinib

L’¢étude de Barnes et al. s’intéresse a 1’expression de la tyrosine kinase Ber-Abl,
responsable du développement des cellules cancéreuses de leucémie myéloide chronique
(Barnes et al., 2005). L’utilisation du gleevec (Imatinib), un inhibiteur des tyrosine kinases
ciblant spécifiquement la Bcr-Abl, permet I’internalisation de pres de 90% des transporteurs, et
donc un apport en glucose tres diminué pour la cellule leucémique exprimant Ber-Abl.

6. Les polyphénols

L’étude récente de Martel et al. montre que les polyphénols semblent inhiber le transport
du glucose dans des lignées cellulaires de cancer du sein (Martel et al., 2016). Des investigations
supplémentaires sont nécessaires pour statuer de 1’efficacité sur la croissance tumorale.
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B. Cibler la glycolyse

L’addiction des cellules cancéreuses a la glycolyse afin de maintenir une production
d’énergie suffisante les rend vulnérables aux différents inhibiteurs de la glycolyse. Les cellules
dont la respiration mitochondriale est intacte seront capables de produire leur énergie via les
phosphorylations oxydatives, mais les cellules glycolytiques avec une respiration
mitochondriale défectueuse en seront incapables. Le schéma suivant (Figure 24) résume les
bases de cette stratégie.
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Figure 24 : Cibler la glycolyse.

D'aprés Pelicano et al., 2006

1. Viales inhibiteurs de ’hexokinase (HK)

La premiére étape de la glycolyse est catalysée par I’HK. Le produit de cette réaction,
le glucose-6-phosphate (G6P), est un intermédiaire métabolique pouvant étre utilisé pour la
suite de la glycolyse ou dévié vers la voie des pentoses phosphates.

I. Le 2-DG

Dans le cytoplasme, le 2-désoxyglucose (2-DG) est phosphorylé en 2-DG-6-phosphate
(Russell et al., 1992) par I’'HK, qui ne peut pas étre métabolisé comme le G6P. Le 2-DG-6-
phosphate s’accumule donc dans la cellule et conduit a une inhibition de la glycolyse au niveau
de la 1 étape. De plus, il semble aussi avoir un effet sur I’HK liée & la mitochondrie, suggérant
également un effet sur le métabolisme mitochondrial (Lynch et al., 1991).
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Un certain nombre d’études montre I’effet cytotoxique du 2-DG sur les cellules
cancéreuses avec des défauts de respiration mitochondriale ou dans un environnement
hypoxique (Maher et al., 2004).

L’étude de Zhang et al. s’intéresse au traitement de 12 lignées cellulaires cancéreuses
humaines avec le 2-DG. La diminution de la prolifération cellulaire et 1’augmentation de
I’apoptose sont visibles dans certaines lignées in vitro mais ces resultats demandent plus
d’investigations pour démontrer une efficacité générale du 2-DG (Zhang et al., 2006). En effet,
son efficacité est toujours freinée par la présence de glucose et ne semble que réduire
partiellement la disponibilité de ce dernier pour la glycolyse.

Un autre intérét de 1’utilisation du 2-DG pourrait étre I’augmentation de 1’efficacité de
la chimiothérapie. C’est le cas par exemple en combinaison avec de 1’adriamycine et du
paclitaxel dans un modeéle in vivo d’ostéosarcome humain (xénogreffe sur souris nude) et dans
un modele de cancer du poumon (Maschek et al., 2004). Néanmoins, cette étude souligne qu’in
Vvivo, I’administration du 2-DG seul ne montre pas d’activité anticancéreuse significative.

L’équipe de Zhao et al. montre que 1’association du 2-DG au trastuzumab renforce
I’action de ce dernier in vitro sur des lignées de cellules de cancer du sein (Zhao et al., 2011).
Le 2-DG montre également une efficacité lors de résistance au cisplatine (Sullivan et al.,
2014a).

ii. Le 3-Bromopyruvate (3-BP)

L’analogue du pyruvate 3-Bromopyruvate (3-BP) est un agent alkylant inhibiteur de
I’HK II initialement mis en évidence dans un modéle lapin de cancer du foie (Ko et al., 2001).
Il réduit la production d’ATP dans la cellule cancéreuse et montre une activité cytotoxique
envers ces dernieres ainsi que dans les cellules métastatiques. Le relargage du cytochrome c
permet une mort cellulaire massive, et ce également dans les cellules mutirésistantes aux
drogues (Xu et al., 2005).

In vivo, dans un modeéle souris de cancer du poumon, I’activité chimiopréventive du 3-
BP a pu étre testée (Zhang et al., 2012), et montre une diminution de la multiplication tumorale
(@ une dose de 20 mg/kg par voie orale) suite a 1’induction de I’apoptose des cellules
cancéreuses. Des inhalations a 10 mg/mL montrent les mémes résultats, mais sans toxicité
hépatique associée. Les mémes effets sont retrouvés in vivo dans un modeéle de cancer de
I’estomac (Xian et al., 2015). L’utilisation in vivo (2 mM intrapéritonéal) dans des modéles de
rats de carcinome hépatocellulaire conduit a la réduction tumorale pour tous les modéles (Ko
et al., 2004). Dans des lignées cellulaires de cancer du sein, I’action du 3-BP est testée in vitro
seule et en association avec le tamoxifene (Attia et al., 2015). Le déclenchement de 1’apoptose
est retrouvé, ainsi que la modulation des capacités d’angiogenése et de métastase. Les résultats
sont confirmés in vivo dans un modéle de souris (diminution du volume tumoral, de
I’angiogenese, augmentation du stress oxydatif). Par ailleurs, le 3-BP semble favoriser la
cytotoxicité due a la daunorubicine a travers la régulation des MCT1 dans des lignées cellulaires
de cancer du sein (Liu et al., 2015b). In vivo, le 3-BP associé a la daunorubicine stoppe la
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croissance cellulaire de tumeurs mammaires implantées dans un modeéle souris nude, et permet
I’accumulation de la daunorubicine dans les cellules tumorales.

Le 3-BP ne peut pas étre facilement utilisé dans le traitement des gliomes en raison de
son incapacité a traverser la barriere hémato-encéphalique. L’équipe de Wicks et al. a testé son
efficacité en association avec le témozolomide et en association avec la radiothérapie (Wicks
et al., 2015). In vivo, dans un modeéle de rat de gliome de haut grade (allogreffe), cette équipe
démontre un effet synergique entre le 3-BP et le témozolomide, de méme qu’avec la
radiothérapie.

Un tableau plus exhaustif de I’ensemble des études in vitro et in vivo existantes peut
étre trouvé dans ’article de Azevedo-Silva et al., 2016.

L’association avec la rapamycine, un inhibiteur de mTOR, a été évaluée dans un
modele de cancer du poumon chez la souris. La rapamycine et le 3-BP, administrés par aérosol,
montrent chacun des effets préventifs dans la propagation du cancer. Un effet synergique a été
démontré pour diminuer la prolifération cellulaire, et ce sans toxicité hépatique (Zhang et al.,
2015).

L’association avec le citrate de sodium a éte évaluée dans des lignées cellulaires de
cancer de I’estomac et dans un mod¢le souris nude (Wang et al., 2016). De maniere cohérente
avec les résultats individuels des deux molécules, in vitro, le 3-BP et le citrate de sodium
stoppent la prolifération cellulaire, déclenchent le phénoméne d’apoptose, et diminuent la

production de lactate et d’ATP. L’action sur I’apoptose se comprend par la downrégulation de
I’expression de protéines antiapoptotiques telles que Bcl-2, tandis que I’expression des
protéines pro-apoptotiques comme Bax sont uprégulées (cf. Annexe 1). Dans le modele in vivo,
I’injection intrapéritonéale de 3-BP et de citrate de sodium supprime la croissance tumorale et
induit I’apoptose des cellules.

iii. Le méthyljasmonate

De plus, le méethyljasmonate pourrait également inhiber I’HK (Pathania et al., 2009).
HKII est associée avec le canal anionique voltage dépendant VDAC dans les mitochondries des
cellules cancéreuses. Cette association semble protéger les cellules tumorales de la
perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie. Le méthyljasmonate semble
perturber spécifiqguement cette interaction hydrophobe (Goldin et al., 2008), et en dissociant
I’HK de la mitochondrie, cela entraine un relargage du cytochrome c. Les mécanismes d’action
spécifiques sur les cellules cancéreuses (car le méthyljasmonate n’a pas d’effet sur les cellules
normales) sont répertoriés dans la revue de Cesari et al., 2014.

Les effets du méthyljasmonate ont été démontrés dans des fractions mitochondriales de
différentes lignées cancéreuses murines et de cellules de leucémie lymphoblastique T humaine,
mais également in vitro et in vivo pour des cellules de myélome multiple (Klippel et al., 2012).
Son action synergique avec le cisplatine ou la radiothérapie est étudiée dans des lignées de
cancer de ’utérus (Milrot et al., 2013).
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iv. Le lonidamine (LND)

Le lonidamine (LND) est un dérivé de 1’acide indazole-3-carboxylique, connu depuis
longtemps pour diminuer la consommation de dioxygéne par les cellules (Floridi et al., 1981).
Il inhibe en effet la glycolyse a travers I’inhibition de I'HK II liée aux mitochondries
(diminution de la phosphorylation du glucose et donc de la quantité de métabolites disponibles
pour la glycolyse) (Cervantes-Madrid et al., 2015). Le LND inhibe la production de lactate et
contribue a I’accumulation de ce dernier via I’inhibition de 1’efflux de lactate, effet que 1’on
retrouve in vivo comme in vitro. Dans de nombreuses études in vitro recensees par Pelicano et
al., le LND inhibe la glycolyse et la respiration de maniere dose dépendante, conduisant a la
diminution du stock en ATP cellulaire (Pelicano et al., 2006). De plus, dans des lignées de
cancer du sein, le LND augmente la cytotoxicité de nombreux agents alkylants, comme le
cisplatine, ou encore la doxorubicine (démontré dans plusieurs lignées cellulaires par 1’équipe
de Nath et al., 2015). Enfin, il déclenche I’apoptose dans des lignées cellulaires de cancer du
foie (Li et al., 2002).

V. L’association du 2-DG, du LND et du 3-BP sensibilise aux corticoides

L’association de ces 3 molécules a été étudiée dans le contexte de leucémie
lymphoblastique aigue, dont 1’échec thérapeutique est souvent dii a une résistance aux
corticoides. L’étude de Hulleman et al. a montré que les genes associés au métabolisme du
glucose sont exprimes différemment entre les patients résistants ou non aux corticoides
(Hulleman et al., 2009). 1l semblerait que 1’inhibition de la glycolyse permette de sensibiliser
les patients résistants aux corticoides. Le traitement in vitro de cellules résistantes a la
prednisolone avec du 2-DG, du LND ou du 3-BP augmente la sensibilité aux glucocorticoides.
Ce n’est pas le cas sur les cellules sensibles initialement.
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2. Via l’inhibition de la Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase

L’étude de Ganapathy-Kanniappan et al. suggeére que la pyruvylation de la GAPDH par
le 3-BP diminue son activité enzymatique (Ganapathy-Kanniappan et al., 2009).

Le schéma suivant (Figure 25) résume les autres réles du 3-BP, non seulement sur les
enzymes de la glycolyse, mais également sur des acteurs mitochondriaux (non développés dans
ce travail).
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D'aprés Azevedo et al., 2016.

L’iodoacétate semble également avoir des effets anticancéreux grace a son inhibition
de la GAPDH (Fahim et al., 2003).
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3. Viala diminution de Pactivité de la PFK

i. Cibler directement la PFK

Le citrate est une molécule essentielle du metabolisme et permet de réguler la
production énergétique cellulaire, comme nous 1’avons expliqué dans le paragraphe 1.D. En
quantité suffisante, il exerce un rétrocontrdle négatif sur la glycolyse et le cycle de Krebs et
stimule la néoglucogenese et la synthése de lipides. Le citrate est en effet un inhibiteur de la
PFK1 et de la PFK2.

Son intérét thérapeutique a été montre in vitro sur des lignées de cellules de carcinome
gastrique (apres 24 a 72 h de traitement a 5, 10 et 220 mM) (Lu et al., 2011).

De plus, un effet synergique avec le cisplatine a été montré sur des cellules de
mésothéliome résistantes au cisplatine (Zhang et al., 2009).

En association avec un inhibiteur synthétique de la protéine anti-apoptotique Bcl-x., le
citrate inhibe la prolifération cellulaire et déclenche 1’apoptose dans des lignées cellulaires de
cancer de I’ovaire de maniére beaucoup plus performante que I’inhibiteur synthétique seul
(Lincet et al., 2013).

Le 3-PO (3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propene-1-one) inhibe 1’activateur
allostérique de la PFK1, le F2,6-P, ce qui entraine une inhibition de la glycolyse (Clem et al.,
2008). Le 3-PO agit spécifiguement en inhibant la PFKFB3. In vivo, cela entraine une
suppression de la croissance tumorale. In vitro, le 3-PO semble étre sélectif envers les cellules
tumorales, par rapport aux cellules non tumorales.

ii. Cibler indirectement la PFK en diminuant le pH intracellulaire
On a vu précedemment que le pH intracellulaire alcalin de la cellule cancéreuse favorise

I’activation de la PFK1 et donc la glycolyse. Les molécules agissant sur 1’équilibre acido-
basique de la cellule seront développées au Il1. H.

4. Via une action sur la pyruvate kinase (PK)

I Les inhibiteurs de la pyruvate kinase (PK)

Un analogue structurel de la somatostatine, le TT-232, est un inhibiteur de la PKM2,
qui nous 1’avons vu précédemment, est I’isoforme la plus fréquemment retrouvée dans les
cellules cancéreuses (Szokoléczi et al., 2005).

L’étude de Vander Heiden et al. a permis d’identifier de nombreux inhibiteurs
spécifiques de la PKM2 (Vander Heiden et al., 2010). Ces molécules ciblent le site de fixation
au F1,6-BP, qui active également les isoformes rénales et celles des globules rouges. Des
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problemes de toxicité pourraient néanmoins se déclarer si 1’activité de la PK est inhibée dans le
foie et les globules rouges (Dong et al., 2016). On comprend alors I’intérét de 1’étude de Chen
et al., qui montre que la shikonine (produit issu de la racine de Lithospermum erythrorhizon)
et son énantiomére 1’alkannine inhibent la PKM2 a des concentrations telles que 50% de
I’activité de la PKM2 est inhibée, sans affecter ’activité de la PKM1 ou des autres isoformes
(Chenetal., 2011).

L’alkannine in vitro (1 pM, 3 uM and 10 uM) inhibe la croissance, la prolifération et la
migration de lignées cellulaires de gliome de maniere dose dépendante. Elle peut également
inhiber la phosphorylation de mTOR (Gao et al., 2015).

La shikonine permet de sensibiliser des lignées cellulaires de cancer du sein au
paclitaxel (Li et al., 2014b). La combinaison des deux molécules semble, entre autres, inhiber
la protéine Akt. In vivo, dans le modele de xénogreffe, la shikonine en association au paclitaxel
prolonge la survie et permet de réduire la taille de la tumeur.

L’ajout de F1,6-BP dans le milieu inhibe néanmoins I’action de ces molécules.
L’utilisation de small interfering ARN (SiARN) ciblant la PKM2 augmente 1’apoptose dans
de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses. Ce phénomeéne est moins présent dans les
cultures de fibroblastes ou de cellules endothéliales normales, suggérant une spécificité
tumorale. In vivo, dans un modele de xénogreffe, ces sSiARN induisent la régression des tumeurs
(Goldberg et Sharp, 2012).

ii. Les activateurs de la pyruvate kinase (PK)

Par ailleurs, les activateurs de la PKM2 favorisent la formation de tétraméres de la
PKM2 (forme active), ce qui léve le goulot d’étranglement de la glycolyse (Anastasiou et al.,
2012). Les intermédiaires de la glycolyse utilisés comme précurseurs de biosynthése (voie de
la sérine par exemple) pour la cellule cancéreuse ne sont donc plus disponibles pour la
prolifération de la cellule cancéreuse (Kung et al., 2012).

Par exemple, le PA-12, un activateur de la PKM2, limite la prolifération cellulaire in
vitro dans des lignées cellulaires de cancer du poumon (Kim et al., 2015).
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C. Cibler la voie des pentoses phosphates (PPP)

Cette voie alternative du métabolisme du glucose permet de générer du pentose
(syntheése des acides nucléiques indispensables a la cellule cancéreuse) et du NADPH.

1. Inhiber la transcétolase

L’oxythiamine, un antagoniste de la thiamine, inhibe la transcétolase, enzyme de la PPP
(Rais et al., 1999). Un partiel effet anticancéreux a été démontré in vitro et in vivo. Par ailleurs,
des modeles de souris ou le géne de la transcétolase était totalement inhibé montrent une
meilleure réponse au traitement avec le sorafénib (Xu et al., 2016).

2. Inhiber la Glucose-6 Phosphate Déshydrogénase (G6PD)

Le 6-AN (6-aminonicotinamide), un analogue du NADP, inhibe la G6PD, enzyme qui
catalyse la premiere réaction de la PPP. Une diminution de I’activité de la G6PD diminue
I’entrée du glucose dans la PPP et réduit ainsi une voie majeure de biosynthese pour la cellule
cancéreuse. On comprend facilement que le 6-AN montre une activité anticancéreuse in vitro,
et il rendrait les lignées cellulaires plus sensibles a la radiothérapie (Varshney et al., 2005). En
association avec le 2-DG, cet effet est renforcé. La neurotoxicité in vivo du 6-AN limite
cependant son utilisation (Penkowa et al., 2004).

Par ailleurs, I’imatinib semble également diminuer 1’activité de la G6PD dans des
lignées de cellules leucémiques (Pelicano et al., 2006).

Néanmoins, une déficience naturelle en cette enzyme n’entraine pas de protection contre

la formation de cancers, probablement grace aux effets compensateurs d’autres enzymes
produisant du NADPH (Cocco, 1987).
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D. Cibler le métabolisme de la glutamine

Si cibler le métabolisme du glucose de la cellule cancéreuse apparait prometteur,
I’utilisation de la glutamine pour pallier le manque de glucose est possible pour de nombreuses
cellules cancereuses. 11 faut donc également s’intéresser aux inhibiteurs du métabolime de la
glutamine.

1. Cibler la glutaminase

Le bis-2-(5-phénylacétimido-1,2,4,thiadiazol-2-yl)éthyl sulfide (BPTES) semblerait
inhiber la croissance d’un certain nombre de cancers induits chez la souris. Cette molécule
inhibe en effet la glutaminase de maniére allostérique (Robinson et al., 2007).

Le composé 968 inhibe la glutaminase C. Il freine le développement des cellules
cancéreuses dans des lignées de cancer du sein et de lymphome B (Wang et al., 2010). En
association avec I’erlotinib, il permet d’inhiber la prolifération cellulaire de cellules de cancer
du poumon non a petites cellules résistants a I’erlotinib (Xie et al., 2016).

Le composé 839 limite également la croissance tumorale dans des modeéles de
xénogreffe de cancer du sein triple négatif, seul et en association avec le paclitaxel (Gross et
al., 2014).

L’utilisation de I’analogue de la glutamine, le 6-Diazo-5-o0xo-L-norleucine (DON)
permet de limiter la croissance tumorale et d’augmenter la survie dans un modele de souris de
cancer métastatique (Shelton et al., 2010). Son association au lonidamine montre des résultats
prometteurs : ’inhibiteur de la glycolyse et I’inhibiteur de la glutaminolyse semblent agir en
synergie (Cervantes-Madrid et al., 2015).

2. Cibler la glutamate déshydrogénase

Dans un modele cellulaire issu de glioblastome, 1’utilisation d’un SiIARN ciblant la
glutamate déshydrogénase permet de diminuer la prolifération cellulaire (Yang et al., 2009).

L’utilisation de I’inhibiteur R162 par I’équipe de Jin et al. entraine un déséquilibre redox
dans la cellule cancéreuse, limitant la prolifération cellulaire et la croissance tumorale (Jin et
al., 2015).

3. Cibler les transaminations
Tableau 1 : Cibler les transaminations

Cible Molécule utilisée Source
Alanine Transaminase L-cycloserine Beuster et al., 2011
Aspartate Transaminase Amino Oxyacetate Thornburg et al., 2008
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E. Cibler le facteur HIF-1

Ce facteur oncogéne en lien avec le métabolisme énergétique de la cellule peut étre ciblé
de différentes manieres, comme le représente le schéma suivant (Figure 26).

EZN-1968
EZN-2208

|

Digoxine
Topotecan

Vodiffeariomns fesr
transcriptionnelles

Tracdiection

Protéine

Figure 26 : Les inhibiteurs de HIF-1 peuvent agir a différents niveaux.

1. Cibler ’ARN messager de HIF-1-q et sa transcription

Le SN-38 est le métabolite actif de I’irinotécan, un inhibiteur de la toposisomérase 1
(enzyme permettant la transcription de I’ADN). Le SN-38 a également une action sur la
transcription de ’ARNm de HIF-1-a (Kamiyama et al., 2005). L’irinotécan montre des
propriétés synergiques avec 1’axitinib dans le traitement du cancer du pancréas (Canu et al.,
2011). Il est utilise en chimiothérapie classique pour le traitement des cancers colorectaux. Le
SN-38 limite quant a lui la prolifération tumorale in vitro et in vivo dans un modele de cancer
du poumon (Maurya et al., 2011).

EZN-2968 est un antagoniste de ’ARNm de HIF-1-a. In vitro, dans des lignées
cellulaires de cancer de prostate et de glioblastome, EZN-2968 induit une inhibition de la
croissance des cellules tumorales. In vivo, dans un modéle de souris nude de cancer de la
prostate, le traitement & base de EZN-2968 entraine une reduction de la masse tumorale
(Greenberger et al., 2008).
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L’utilisation du EZN-2208, agissant sur I’ARNm de HIF-1-a, limite I’angiogenése in
vitro et in vivo (xénogreffe de gliome) (Sapra et al., 2011). Son utilisation pour le traitement du
lymphome non Hodgkinien apparait efficace (Sapra et al., 2009).

2. Inhiber les modifications post-transcriptionnelles et la traduction protéique

Le traitement de cellules cancéreuses du sein et de la prostate a I’aide du Diphényl
difluorocétone (EF24) entraine I’inhibition de D’activité transcriptionnelle de HIF-1-a.
L’EF24 agit au niveau des modifications post transcriptionnelles de HIF-1-o. (Thomas et al.,
2008). Comme expliqué précédemment (11.D.2), HIF-1-o est un facteur régulant la glycolyse
aérobie d’une part, et I’expression des GLUT1 d’autre part. L utilisation d’inhibiteur de HIF-
1-a. joue donc sur ces deux voies, et conduit & la diminution de la prolifération des cellules
cancereuses.

Ensuite, la digoxine, glycoside cardiotonique, inhibe la traduction d’une unité protéique
de HIF-1-a. Cela réduit I’expression des génes codant pour I’HK et les GLUT. La diminution
de la prolifération cellulaire in vitro dans des modéles de cancer de la prostate en fait un
excellent candidat (Platz et al., 2011). Dans des modéles de souris de lymphome, 1’injection
intrapéritonéale de 0,5 ou 2 mg/kg de digoxine inhibe la croissance tumorale de maniére dose
dépendante (Zhang et al., 2008).

Enfin, le topotécan, un inhibiteur de la topoisomérase 1, agit également au niveau de la
traduction protéique de HIF-1-o (Rapisarda et al., 2004). Son utilisation en association avec le
pazopanib montre des effets prometteurs in vitro dans le traitement du cancer du sein (Di
Desidero et al., 2015).

3. Inhiber les versions protéiques de HIF-1-o et de HIF-1

PX-478 (acide S-2-amino-3-[4'-N,N,-bis(2-chloroéthyl)amino]phényl propionique N-
oxyde dihydrochloride) est un inhibiteur de HIF-1-a., et donc de I’activité de HIF-1. Son
activité antitumorale est démontrée pour des xénogreffes de tumeurs humaines comme le cancer
du colon (Welsh et al., 2004).

Le développement de siARN dirigé contre HIF-1 permet d’induire 1’apoptose de
cellules de mélanome malin (Chen et al., 2016).

La revue de Masoud et Li présente également d’autres inhibiteurs qui ne ciblent pas
directement les versions protéiques de HIF-1 mais les protéines avec lesquelles ce dernier
interagit (Masoud et Li, 2015). De maniére indirecte, ces protéines participent a la stabilisation
du facteur HIF-1 et leur inhibition conduit & une activité anormale de la protéine.
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F. Cibler la voie AMPK (AMP-activated protein kinase)-mTOR

Nous avons vu précédemment que 1’activation de mTOR est un facteur d’agressivité
tumorale, et que ’AMPK inhibe mTOR. L’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie sont deux
facteurs impliqués dans la tumorigenése via différentes voies qui ménent directement ou
indirectement a 1’activation de mTOR.

1. La metformine

L’intérét de I'utilisation de ce médicament en cancérologie est dii aux résultats d’études
épidémiologiques montrant une incidence réduite de cancer chez des patients diabétiques de
type 2 prenant comme traitement de la metformine (Libby et al., 2009). La metformine est
initialement connue comme un activateur de I’AMPK, utilisée pour soigner le diabéte de type
2. Elle inhibe également le complexe | de la chaine de transports d’électrons via I’inhibition de
la réduction de I’'ubiquinone. Elle stimule de maniere indépendante la production de ROS par
le complexe | flavine (Andrzejewski et al., 2014). Son role direct sur la mitochondrie semble
en faire une molécule particuliérement intéressante en thérapie anticancéreuse (Griss et al.,
2015). Ce role en ferait également une molécule intéressante en termes de prévention
(Cazzaniga et Bonanni, 2015).

Si certains biais des études épidémiologiques ont été soulignés (Suissa et Azoulay,
2012) et que d’autres études rétrospectives ne démontrent pas de role de la metformine pour
améliorer la survie des patients diabétiques (Wu et al., 2016), le développement récent des
recherches sur la metformine souligne le role essentiel qu’elle a a jouer en thérapie
anticancéreuse.

L’effet de la metformine a par exemple été testé sur des lignées cellulaires de cancer de
I’ovaire. In vitro, la metformine diminue la prolifération cellulaire et entraine un arrét du cycle
cellulaire sans déclencher I’apoptose (Lengyel et al., 2015). La méme équipe a étudié¢ 1’action
de la molécule en prévention sur un modele de souris (250 mg/kg/j en intrapéritonéal). Les
souris pretraitées avec de la metformine développaient 60% de tumeurs en moins que le groupe
contréle. L’action de la metformine, en association avec le paclitaxel, a été étudiée dans un
modele génétique de cancer de 1’ovaire de souris, qui montre une réduction de plus de 60% du
poids tumoral (réduction plus importante que I’utilisation de la metformine seule ou du
paclitaxel seul). Ce r6le sensibilisant a la chimiothérapie de la metformine se retrouve
également in vitro et in vivo en association avec la gemcitabine dans un modéle de cancer du
pancréas (Shi et al., 2016), ou encore avec le 5-fluorouracil (5-FU) dans des modeéles in vitro
de cancers de 1’oesophage, du colon, ou encore de carcinome épidermoide de la cavité buccale
(Harada et al., 2016). In vivo, la méme étude montre que 1’injection intrapéritonéale de
metformine (200 mg/kg) et de 5-FU (10 mg/kg) pendant 4 semaines (5 jours par semaine)
diminue la croissance tumorale de 77,6% en comparaison avec la metformine seule (59,9%) ou
au 5-FU seul (52%).
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L’¢tude de I’association de la metformine avec le cisplatine a été réalisée dans des
lignées cellulaires de cancer de la vessie. Les deux molécules ensemble étaient plus efficaces
pour diminuer la prolifération cellulaire in vitro que chacune séparément. Dans le modéle de
xénogreffe in vivo, la combinaison des deux molécules inhibe la croissance tumorale et
I’angiogenese (Wang et Wu, 2015). Dans un modele in vivo de carcinome hépatocellulaire, la
metformine a une action synergique sur le sorafenib, en supprimant la prolifération cellulaire
et en accentuant I’apoptose. La transition épithélio-mésenchymateuse est également supprimeée
par la combinaison des deux molécules in vivo et in vitro. La récidive post-opeératoire ainsi que
le phénoméne métastatique semblent également minimisés par le traitement avec les deux
molécules (You et al., 2016).

De maniére intéressante, 1’étude de 1’association de la metformine avec le DCA montre
une action synergique des deux molécules (Li et al., 2016). L’étude in vitro sur des lignées
cellulaires de cancer de I’ovaire montre que le DCA potentialise I’action de la metformine en
atténuant une accumulation de lactate excessive, alors que la metformine sensibilise le DCA en
diminuant I’expression de la protéine Mcl-1, responsable d’autophagie. In vivo, les deux
molécules en synergie suppriment la croissance des greffes tumorales dans des modéles de
souris nude.

L’action de la metformine sur des cellules souches de cancer du sein a été étudiée en
utilisant des cellules souches primaires de carcinome mammaire de chien (Barbieri et al., 2015).
Des marqueurs spécifiques similaires aux marqueurs humains sont en effet retrouvés. Les
cellules souches se sont montrées résistantes a la doxorubicine in vitro mais sensibles a la
metformine. Dans le modele in vivo, I’administration de metformine diminuait la croissance
tumorale.

Dans un modeéle de carcinome adrénocortical in vitro et in vivo, le traitement avec la
metformine diminuait la prolifération cellulaire de maniére dose dépendante et temps
dépendant, en déclenchant la machine apoptotique et en montrant une stimulation de I’AMPK
ainsi qu’une inhibition de mMTOR (Poli et al., 2016). Cette inhibition de mTOR se retrouvant
dans les mécanismes d’action de la metformine, voyons maintenant quelles autres molécules
peuvent directement cibler cette voie.

2. Les inhibiteurs de mTOR

La rapamycine (sirolimus) est un inhibiteur de mTOR dont [I’utilisation s’est
développée en cancérologie. C’est un des inhibiteurs de mTOR les mieux connus, utilisé en
premiére intention comme immunosuppresseur. 1l ne permet pas d’inhiber complétement les
deux complexes MTORC1 et mMTORC2, comme expliquée dans la revue de Xie et al. (2016),
mais il permet entre autre de ralentir le processus de sénescence, ce qui pourrait étre mis en
relation avec son action anticancéreuse (Blagosklonny, 2012).

L’équipe de Imrali et al. étudie son action antiproliférative sur des lignées cellulaires de
cancer de la prostate. Son association avec le cisplatine rend 1’action de ce dernier plus efficace
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(Imrali et al., 2016). Son association avec un inhibiteur de la glycolyse dérivé du 3-BP montre
des résultats intéressants dans le cas des neuroblastomes (Levy et al., 2012) et des leucémies
(Akers et al., 2011).

D’autres inhibiteurs de mTOR existent, comme I’évérolimus (RADO001), le
temsirolimus (CCI-779), et le ridaforolimus (AP23573). De nouvelles générations
d’inhibiteurs se développent, ainsi que des inhibiteurs de mTOR compétitifs de I’ATP. Par
exemple, le Palomid 529, un inhibiteur de mTOR de 3™ génération, permet de limiter la
croissance tumorale dans des modeles de souris (cancers du sein déficients en Brcal) (Xiang et
al., 2011). Néanmoins, les inhibiteurs de mTOR montrent beaucoup de toxicité étant donné que
la voie qu’ils bloquent se retrouve dans de nombreux types cellulaires. Leurs effets sont
également atténués par des boucles de rétrocontréle négatif régulant mTORCL1, qui
habituellement suppriment les signaux de la cascade en amont, mais qui sont réactivés lors de
I’utilisation d’inhibiteurs de mTOR. Les inhibiteurs de mTOR compétitifs de I’ATP empéchent
cette réactivation car ils ne sont pas des inhibiteurs allostériqgues comme la rapamycine par
exemple (Li et al., 2014a).
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G. Cibler la formation d’acétyl-CoA, a la base des reéactions
anaboliques

1. Cibler la pyruvate déshydrogénase (PDH)

i. Le dichloroacétate (DCA)

La pyruvate déshydrogenase kinase 1 (PDK1) phosphoryle la PDH et la rend inactive,
empéchant ainsi la formation d’acétyl-CoA. La PDK (isoformes PDK1-4) est inhibée par le
dichloroacétate (DCA) (Figure 27), analogue du pyruvate, molécule connue depuis fort
longtemps (Whitehouse et Randle, 1973) et utilisée dans le traitement de 1’acidose lactique.
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Figure 27 : Mode d'action du DCA remis en contexte.
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D’apres Bhat et al., 2015.

La revue de Papandreou et al. met en lumiére les spécificités du DCA, dont 1’effet
anticancéreux apparait plus efficace in vivo qu’in vitro (Papandreou et al., 2011). De
nombreuses études montrent le grand intérét du DCA (Tableau 2).
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Tableau 2 : Intérét du DCA in vitro

Type de cancer Effets Références
Poumon, Glioblastome, Sein | Apoptose, inhibition de la Bonnet et al., 2007
croissance Duan et al., 2013
Prostate Inhibition de la croissance, Cao et al., 2008
radiosensibilisation modeérée
Endometre Inhibition de la croissance Wong et al., 2008
Pédiatrique Apoptose a forte Heshe et al., 2011

concentration, action sur la
réponse a la chimiothérapie

Colorectal Apoptose a de tres fortes Madhok et al., 2010
concentrations Linetal., 2014a
Myélome multiple Faibles doses de DCA (5-10 Sanchez et al., 2013

mM) : inhibe la glycolyse et
améliore la respiration
cellulaire
Fortes doses (10-25 mM) :
production de ROS,
apoptose, suppression de la
prolifération
Sensibilisation au
bortezomib — amélioration
de la survie

Le DCA sensibilise également de nombreuses lignées cellulaires résistantes a la
chimiothérapie. L’accumulation de citrate engendrée par son utilisation rend les cellules de
nouveau sensibles au paclitaxel (Zhou et al., 2015). La revue de Lee et Yoon exploite également
de nombreux articles étudiant I’action du DCA, dont certains qui soulignent que 1’efficacité de
la molécule seule n’est pas optimale (Lee et Yoon, 2015).

De maniére intéressante en médecine vétérinaire et en recherche comparee, les
recherches de Dagli et al. montrent la sensibilité similaire des lignées cellulaires épithéliales
tumorales mammaires humaines et canines pour des concentrations supérieures a 20 mM (Dagli
etal., 2017).

La combinaison de deux molécules de DCA avec une molécule de cisplatine a donné
naissance a la molécule de mitaplatine (Dhar et Lippard, 2009). Cette derniere permet donc de
cibler a la fois ’ADN et le métabolisme de la cellule tumorale. Le mitaplatine permet entre
autre de lever la chimiorésistance au cisplatine dans des lignées cellulaires d’adénocarcinome
épidermoide et d’hépatome (Xue et al., 2012)
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ii. L’acide alpha lipoique (ALA)

L’acide alpha lipoigue, ou acide lipoique (ALA), est un composé thiol considéré
comme un antioxydant naturel. C’est un coenzyme essentiel a la réaction de conversion du
pyruvate en acétyl-CoA, car il semble agir par I’inhibition de la PDK (Abolhassani et al., 2012).

D’aprés 1’étude de Wenzel et Nickel, I’ALA induit I’apoptose dans des lignées
cellulaires de cancer du c6lon (Wenzel et Nickel, 2005). De méme, il a été démontré que I’ALA
provoque une baisse de la prolifération cellulaire de maniére dose dépendante dans des cellules
de cancer du sein (Na et al., 2009) mais conduit également a la diminution de la survie cellulaire
et a I’induction de I’apoptose de manicre indépendante ou non des caspases dans des cellules du
poumon (Choi et al., 2009). De maniére plus précise, il semblerait que, pour les cellules
épithéliales gastriques, I’ALA inhibe I’expression d’oncogéne (c-myc) et I’hyperprolifération
en bloguant la NADPH oxidase (Byun et al., 2014). Plus récemment, I’équipe de Puchsaka et
al. a démontré que I’ALA sensibilise les cellules de lignées de cancer du poumon au traitement
par le cisplatine (Puchsaka et al., 2016).

Des recherches menées sous la supervision du Docteur Hubert Lincet sur des lignées de
cellules cancéreuses du sein au Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon (CRCL) ont
permis de préciser nos résultats concernant ’ALA. Les différents résultats, visuels ou de
comptage, montrent I’effet dose dépendant de I’ ALA sur les cellules cancéreuses apres 72 h de
traitement, que ce soit en termes de prolifération cellulaire, de mortalité, ou d’apoptose
(visualisée avec 1’étude des protéines PARP et Mcl-1 par Western Blot). L’ALA semble
favoriser ’apoptose sur les cellules cancéreuses et réduire la prolifération cellulaire.
Néanmoins, I’ALA a 0,5 mM et 1 mM semble favoriser la prolifération cellulaire jusqu’a 48 h.
Cela pourrait étre expliqué par le fait que I’augmentation en faible quantité des ROS favorise
la prolifération (Sullivan et Chandel, 2014). Les détails des expériences peuvent étre retrouves
en annexe 2.

2. Cibler ’ATP-citrate Lyase (ACLY)

L’ACLY provoque le clivage du citrate en OAA et en acétyl-CoA. Ce dernier métabolite
est essentiel pour les voies de biosyntheses des lipides, des hormones... En bloquant I’ACLY,
le citrate s’accumule dans le cytoplasme ou il inhibe par rétrocontréle négatif la PFK1, et les
voies de biosyntheses lipidiques seront appauvries en acétyl-CoA.

Extrait de I’écorce du fruit Garcinia cambogia, I’hydroxycitrate (HCA) est un
inhibiteur puissant de I’ACLY. Il existe quatre stéréoisoméres de I’HCA, mais le (2S,3S)-2-
hydroxycitrate (encore appelé 4S-HCA) présent dans ’extrait sec de G. cambogia est la forme
la plus active pour inhiber ’ACLY.

L’utilisation en association avec I’ALA montre un effet cytotoxique majeur pour les
lignées cellulaires de carcinome transitionnel de la vessie, de mélanome et de cancer du poumon
(traitement de 72h avec 8 uM d’ALA et 300 uM d’HCA). In vivo, dans des modeéles
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syngeniques (carcinome transitionnel de la vessie, melanome et cancer du poumon), la survie
est augmentée et la croissance tumorale retardée, en comparaison avec un traitement au
cisplatine ou 5-FU (Schwartz et al., 2010). L’HCA semblerait également inhiber la croissance
cellulaire et sensibiliser les cellules leucémiques a la daunorubicine (Zhu et al., 2015).

L’action du HCA avec le méthyljasmonate a été étudiée dans des cellules de cancer de

la vessie et montre que le méthyljasmonate sensibilise les cellules a I’action de ’HCA (Wang
etal., 2014).

Le SB-204990 est un composé chimique inhibiteur de I’ACLY. 1l limite la prolifération
cellulaire in vitro et réduit la survie des cellules cancéreuses issues des lignées de cancer du
poumon, de la prostate et de ’ovaire. In vivo, dans un modéle de xénogreffe de cancer du
pancréas chez des souris nude, SB-204990 inhibe la croissance tumorale (Hatzivassiliou et al.,
2005). L’ACLY peut également étre inhibée par des SIARN conduisant a un arrét de la
prolifération cellulaire in vitro et un arrét de la croissance tumorale in vivo dans une lignée de
cancer du poumon (Migita et al., 2008).

H. Cibler I’équilibre acido-basique

L’acidification du milieu intracellulaire entraine une baisse d’activité des enzymes
glycolytiques (telles la PFK, cf. 111.B.3.ii), I’inhibition de la traduction protéique, 1’arrét du
cycle cellulaire (Smallbone et al., 2007). Ceci explique I’importance de I’export de protons vers
le milieu extracellulaire pour la cellule tumorale et conduit a [1’acidification du
microenvironnement tumoral. Cette acidification entraine la dégradation de ce dernier et
favorise la capacité métastatique des cellules tumorales (Kato et al., 2013). 1l est intéressant de
noter que la prise orale de bicarbonate chez des modéles de souris réduirait la diffusion
métastatique (Robey et al., 2009).

1. Réduire la formation du lactate via les inhibiteurs de la lactate déshydrogénase

Une diminution de I’activité de la LDH conduit a I’inhibition de la glycolyse et possede
des effets anticancéreux dans les lignées cellulaires étudiées (Fantin et al., 2006). L’inhibition
de la LDH empéche la transformation du pyruvate en lactate, et le pyruvate peut ainsi rentrer
dans la mitochondrie et étre disponible pour les phosphorylations oxydatives.

Par exemple, I’inhibition de la LDH-A par le EX11 [acide 3-dihydroxy-6-méthyl-7-
(phénylmeéthyl)-4-propylnaphthalene-1-carboxylique], un des composes du gossypol, entraine
I’inhibition de la progression de cellules de lymphome humain in vitro, ainsi que dans un
modéle in vivo de xénogreffe de cellules pancréatiques. L’inhibition de la croissance est
obtenue en combinaison avec un inhibiteur de la synthese du NAD+, le FK866 (Le et al., 2010).

L’acide benzoique 3-((3-carbamoyl-7-(3,5-diméthylisoxazol-4-yl)-6-méthoxyquinolin-
4-yl) amino) (AB3) est un inhibiteur de la LDH-A, qui conduit a inhiber la production de lactate
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dans de nombreuses lignées de carcinome hépatocellulaire et de cancer du sein. Il permet aussi
une activité plus marquée du cycle de Krebs et le blocage de la glycolyse. De plus, il favorise
I’activité de la PKM2 et déclenche 1’apoptose dans les lignées de carcinome hépatocellulaire
(Billiard et al., 2013).

La galloflavine, un autre inhibiteur de la LDH, inhibe la croissance cellulaire dans des
lignées de cancer de ’endométre (via des mécanismes de stress cellulaire, d’apoptose...) (Han
etal., 2015).

Ces phénomenes ont été retrouvés avec 1’utilisation d’oxamate (pouvant occuper le site
actif de la LDH a la place du pyruvate) dans des lignées de cellules cancéreuses de 1’estomac
(Liu et al., 2015a), qui s’avére également avoir une toxicité beaucoup plus réduite sur les
cellules normales (Yang et al.,, 2014). L’utilisation d’oxamate en association avec le
trastuzumab inhibe la croissance tumorale dans un modeéle de xénogreffe de cancer du sein
(Zhao et al., 2011a). De plus, I’équipe de Seth et al. travaillant sur des cellules de cancer du
poumon déficientes en LDH-A, a montré que I’inhibition de cette enzyme sensibilise les
cellules au paclitaxel (Seth et al., 2011). Ces résultats sont en accord avec les travaux de Zhou
et al., qui montrent que I’utilisation de 1’oxamate, en association avec le paclitaxel, déclenchent
I’apoptose dans des lignées cellulaires de cancer du sein résistantes au paclitaxel (Zhou et al.,
2010).

Les inhibiteurs de la LDH-A peuvent également avoir un effet sur les cellules souches
dérivées de glioblastome. Les inhibiteurs NHI-1 et NHI-2 bloguent la formation de ces cellules
souches et déclenchent une différenciation cellulaire et un phénomeéne d’apoptose (Daniele et
al., 2015). Réduire I’activité de la LDH-A augmente également le pool d’H+ intracellulaire et
contribue a I’acidification du milieu intracellulaire.

2. Limiter I’import de lactate via I’inhibition des MCT-1

L’inhibiteur historique des MCT-1 est le a-cyano-4-hydroxycinnamate (CHC). Il
présente des effets antitumoraux seul ou en association avec de la radiothérapie dans des
modeles souris. L’inhibition des MCT1 engendre en effet un shift du métabolisme des cellules
tumorales utilisant le lactate pour les processus oxydatif vers un métabolisme glycolytique. Cela
prive les cellules hypoxiques glycolytiques avoisinantes de leur unique substrat, et réduit donc
la progression tumorale. Les cellules restantes seraient sensibles a la radiothérapie (Sonveaux
et al., 2008). Un effet antiangiogénique est également a noter (Sonveaux et al., 2012).

Le 7ACC (7-aminocarboxycoumarins) est un nouveau composé inhibant 1’import de
lactate dans la cellule mais pas son export (Draoui et al., 2014). Cela permet de cibler les
cellules utilisant le lactate comme carburant (cellules cancéreuses oxydatives). Le 7ACC
retarde la croissance de lignées cellulaires de cancer du col de 1’utérus, de cancer colorectal et
de cancer du sein. Contrairement au CHC, le 7ACC n’empéche pas 1’entrée du 3-BP dans les
cellules grace a MCT1 (Draoui et al., 2014).
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L’utilisation de I’inhibiteur AZD3965 dans un modele in vitro et in vivo de cancer du
poumon montre I’efficacité de la molécule a réduire la croissance tumorale dans un milieu
hypoxique (Polanski et al., 2014).

Dans un mode¢le d’ostéosarcome, il semble que la diminution de 1’expression de MCT1
limite la dissémination métastatique et favorise 1’action de 1’adriamycine (Zhao et al., 2014).

3. Accentuer I’acidification intracellulaire via les inhibiteurs des molécules gérant les
efflux de protons

I Les inhibiteurs des pompes a protons (IPP), régulant la V-ATPase

L’oméprazole (OMP) est un inhibiteur des pompes a protons H+/K+ (gastriques) dont
I’activation, comme celle des autres IPP, nécessite un environnement acide, permettant de cibler
partiellement les cellules tumorales.

Les IPP permettraient d’agir sur la fonction de régulation de la V-ATPase en limitant le
flux lysosomal (De Milito et al., 2010). L’esoméprazole est I’isomeére-S de 1’oméprazole. Son
action limitant la prolifération cellulaire dans un modeéle in vitro et in vivo de mélanome
métastasé montre des résultats prometteurs (De Milito et al., 2010). Il permet également
d’intervenir sur le flux lysosomal lors du processus d’autophagie et de diminuer la signalisation
de mTOR (Marino et al., 2010).

Le traitement préalable de lignées cellulaires de mélanome, d’adénocarcinome et de
lymphome a 1’oméprazole, au pantoprazole et au lansoprazole (différents IPP) permet de
sensibiliser les cellules aux agents de chimiothérapie (cisplatine, 5-FU, et vinblastine). Ceci est
associé a I’inhibition de I’activité de la V-ATPase (augmentation du pH extracellulaire et du
pH a lintérieur des lysosomes). Dans un modéle de xénogreffe de mélanome, 1’utilisation
d’oméprazole en amont permet de sensibiliser la tumeur au cisplatine (Luciani et al., 2004). Cet
effet de sensibilisation a la chimiothérapie est retrouvé dans des lignées cellulaires in vitro de
carcinome de 1’ovaire et dans un modeéle in vivo avec le paclitaxel (Lee et al., 2015).

Une autre équipe montre 1’effet de sensibilisaton des IPP a la chimiothérapie avec
I’étude in vitro d’une lignée de leucémie lymphoblastique aigue B. Les cellules sont plus
sensibles a la vinblastine lorsqu’elles sont traitées préalablement avec de I’oméprazole. De plus,
I’oméprazole seul induit une inhibition de la prolifération cellulaire de maniére dose dépendante
et temps dépendant (via une altération lysosomale et une acidification du cytosol). Ces résultats
se retrouvent in vivo dans un modeéle de souris (De Milito et al., 2007). De nombreuses études,
répertoriées dans la revue de Spugnini et al. (2015), soulignent I’importance thérapeutique de
I’oméprazole en cancérologie.

Les mémes propriétés ont été retrouvées avec [I’utilisation d’un autre IPP, le
lansoprazole (LSP). Ce dernier sensibilise in vitro et in vivo des cellules de mélanome
métastatique au paclitaxel (Azzarito et al., 2015) et permettrait d’utiliser des doses beaucoup
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moins toxiques de chimiothérapie. Il potentialise également I’action de la doxorubicine dans de
nombreux modeles de tumeurs solides (Yu et al., 2015).

ii. Les inhibiteurs de I’échangeur Na+/H+ (NHE-1)

L’échangeur Na+/H+ NHE-1 est connu pour augmenter le pH intracellulaire (Reshkin
et al., 2000). L’amiloride, un inhibiteur de cet échangeur, induit un phénomeéne d’apoptose
dans des lignées cellulaire de cancer de I’cesophage via une diminution, entre autre, de la
production de VEGF. Dans des lignées cellulaires d’ostéosarcome canin, I’amiloride montre un
effet toxique dose dépendant envers les cellules cancéreuses (Walsh et al., 2015). In vivo, dans
des modeles de rats, I’amiloride montre un effet antimétastatique (Ja et al., 1988).

De nouveaux inhibiteurs comme le cariporide se développent (Harguindey et al., 2013).
Leur diversité est détaillée dans la revue de Masereel et al., 2003. On peut citer par exemple le
Composé 9t (3-méthyl-4-fluoro analogue de 5-aryl-4(4-(5-méthyl-14-imidazole-4-yl)
pipéridine-1-yl) pyrimidine), qui est extrémement sélectif, ou encore le Phx-3.

Développer des inhibiteurs de NHE-1 présente également un intérét en association avec
une chimiothérapie. Des lignées cellulaires de cancer du sein déficientes en NHE-1 montrent
par exemple une réponse beaucoup plus importante au paclitaxel (Amith et al., 2015).
L’amiloride permet également de sensibiliser les cellules a la doxorubicine et au cisplatine
(Walsh et al., 2015).

iii. Les inhibiteurs des anhydrases carboniques (CA) IX et XII

La CAIX, par sa distribution au niveau des tumeurs hypoxiques sans équivalent actif
dans les tissus normaux, est une cible de choix en thérapeutique. Le développement d’anticorps
se liant a son domaine extracellulaire empéche la cellule cancéreuse de s’adapter a son
environnement hypoxique. L’exemple de 1’anticorps monoclonal V11/20 est développé dans
un modele de souris (xénogreffe de carcinome colorectal) (Zatovicova et al., 2010).

L’utilisation d’un autre inhibiteur des CA, I’indisulam (E7070), en association avec le
cisplatine, I’oxaliplatine et le 5-FU dans un modéle in vitro et in vivo de cancer du poumon
montre des résultats intéressants (Ozawa et al., 2004). Une liste plus exhaustive des inhibiteurs
spécifiques des isoformes tumorales qui se développent est présentée dans la revue de Spugnini
et al., 2015.
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I. Conclusion partielle

La diversité et la complémentarité des voies métaboliques du glucose et de la glutamine
exposées précédemment, ainsi que les voies de gestion des efflux de protons, expliquent le
grand nombre de molécules envisageables pour cibler les cellules cancéreuses. La coopération
métabolique pouvant s’établir entre les cellules cancéreuses (métabolisme glycolytique /
métabolisme oxydatif) permet de comprendre les limites de certains inhibiteurs de la glycolyse
et d’apprécier I’intérét particulier des molécules ciblant 1’équilibre acido-basique de la cellule.
N’ont pas été abordées les nombreuses molécules en développement permettant de cibler le
métabolisme mitochondrial en lui-méme (complexes enzymatiques des phosphorylations
oxydatives, enzymes du cycle de Krebs, machine apoptotique, canaux membranaires comme le
VDAC...) en raison de leur acces difficile en clinique vétérinaire. Les revues de Pathania et al.
(2009), Weinberg et Chandel (2015), Caino et Altieri (2016) s’y intéressent plus
particulierement. 1l faut néanmoins souligner 1’inhibition du complexe | de la chaine de
transports d’¢lectrons par la metformine.

Si certains articles soulignent les limites de 1’efficacit¢ des molécules ciblant la
glycolyse (comme le 2-DG par exemple), il ressort néanmoins que 1’ensemble des molécules
détaillées, si elles ne montrent pas une efficacité quand elles sont utilisées seules, peuvent agir
en synergie soit entre elles (différents mécanismes d’action), soit avec des molécules de
chimiothérapie conventionnelle. Leur rdle de sensibilisation a la radiothérapie est également
fondamental. Une comparaison de différents agents ciblant le métabolisme du glucose a été
effectuée sur des modeéles in vitro de cancers du sein et de cancers de I’ovaire, montrant leur
efficacité dans des conditions normoxiques selon les associations (Xintaropoulou et al., 2015).
Le tableau bilan suivant permet d’apprécier la diversité des molécules existantes et leurs
différents atouts.

Dans la suite de notre étude, nous focaliserons notre attention sur les molécules qui ont
déja pu étre utilisées en clinique en médecine humaine.
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Tableau 3 : Tableau bilan des molécules ciblant le métabolisme de la cellule cancéreuse

Mécanisme Molécule In vitro In vivo Action avec la Action avec la Source
d’action chimiothérapie radiothérapie
Cibler I’entrée du glucose par les GLUT
Inhibition GLUT | Phlorétine Cancer du foie Cancer de la vessie : Cao et al., 2007
Cancer du poumon daunorubicine Wu etal., 2009
Min et al., 2015
Fasentin | Wood et al., 2008
Silybine Carcinome des cellules basales Carcinome du poumon : Cancer de la Zhanetal., 2011
étoposide — doxorubicine prostate . g'"ey stlé’"-v 20;813
Carcinome hépatocellulaire : Nabinr ot al. 2015
géfitinib, sorafénib Guetal, 2015
WZB-27, Cancer du poumon Liuetal., 2010 et 2012
115, 117 Shibuya et al., 2015
Polyphénols Martel et al., 2016
Internalisation Imatinib | Leucémie myéloide Barnes et al., 2005
GLUT chronique
Cibler la glycolyse
Inhibition 2-DG Différentes lignées Différents Cancer du poumon - Zhang et al., 2006
HK modeles Ostéosarcome : adriamycine, Maschek et al.,2004
paclitaxel s ﬁhao et al.l, zgéi A
. . . ullivan et al., a
Cancer du sein : cisplatine
3-BP Cancer du poumon Cancer de Cancer du sein : tamoxiféne, Gliome Xu et al., 2005
Carcinome I’estomac daunorubicine Z)L];r;geita?luzzool?
hépatocellulaire Cancer_ du sein Gliome : témolozomide Attia ot al_” 2015
_Carcinome Liu et al., 2015b
hépatocellulaire Wicks et al., 2015
Ko et al., 2004
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Meéthyljasm Myélome multiple Cancer de ’utérus : cisplatine | Cancer de I’utérus Pathania et al., 2009
onate Klippel et al., 2012
Milrot et al., 2013
LND Differentes lignées Différents Cancer du sein : cisplatine, Floridi et al., 1981
(dont foie) modéles doxorubicine Lietal., 2002
Pelicano et al., 2006
Nath et al., 2015
Inhibition GAPDH 3-BP Oui Ganapathy-Kanniappan et
al., 2009
lodoacétate Oui Fahim et al., 2003
Inhibition PFK Citrate Carcinome Mésothéliome : cisplatine Luetal., 2011
gastrique Zhang et al., 2009
Inhibition 3-PO Différentes lignées | Cancer du sein Clem et al., 2008
PFKFB3
Inhibition PKM2 TT-232 Différentes lignées Différents Szokoléczi et al., 2005
modéles
Shikonine | Différentes lignées Différents Cancer du sein : paclitaxel Lietal, 2014b
modeles
Alkannine Gliome Gao et al., 2015
SiARN Différentes lignées Différents Goldberg et Sharp, 2012
modéles
Activation PKM?2 PA-12 Cancer du poumon Kim et al., 2015
Cibler la voie des pentoses phosphates
Inhibition TKTL | Oxythiamin | Différentes lignées Différents Xuetal., 2016
e modéles
Inhibition G6PD 6-AN Différentes lignées Gliome, carcinome Varshney et al., 2005
épidermoide (in
Vitro)
Imatinib Leucémie Pelicano et al., 2006
Cibler la glutaminolyse
| BPTES | Différentes lignées | | Robinson et al., 2007
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Inhibition Composé Cancer du sein Cancer du poumon : erlotinib Wang et al., 2010
glutaminase 968 Lymphome B Xieetal., 2016
Composé Cancer du sein Cancer du sein : paclitaxel Gross et al., 2014
839
DON Cancer métastatique Shelton et al. 2010
Inhibition SiIARN Glioblastome Yang et al., 2009
glutamate R162 Cancer du poumon Jinetal., 2015
déshydrogénase Cancer du sein
Inhibition Alanine L- Beuster et al., 2011
transaminase cycloserine
Inhibition Amino Thornburg et al., 2008
Aspartate Oxyacetate
transaminase
Cibler HIF-1
Cibler PARNm de | Irinotecan | Cancer du pancréas : axitinib Canuetal., 2011
HIF-1-a et sa SN-38 Cancer du poumon Kamiyama et al., 2005
transcription Maurya et al., 2011
EZN-2968 Cancer de la Cancer de la Greenberger et al., 2008
prostate prostate
Glioblastome
EZN-2208 Lymphome non Hodgkinien Sapra et al., 2009, 2011
Gliome
Inhibition des EF24 Cancer du sein et Thomas et al., 2008
modifications post- de la prostate
transcriptionnelles | Digoxine Cancer de la Lymphome Platz et al., 2011
et la traduction prostate Zhang et al., 2008
protéique de HIF- | Topotecan | Cancer du sein Cancer du sein : pazopanib Di Desidero et al., 2015
1l-a
Inhibition des PX-478 Cancer du cdlon Welsh et al., 2004
versions protéiques SiAR Mélanome malin | Chenetal., 2016
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de HIF-1-a et HIF-
1
Cibler la voie AMPK —m TOR

Activation AMPK | Metformine | Cancer de I’ovaire Cancer du Cancer de I’ovaire : paclitaxel Lengyel etal., 2015
Carcinome pancréas Cancer du pancréas ’ asrg'dzt :t|5|20210616
adrénocortical Cancer _de la - gemC|_tab,|ne. Wang et WU, 2015
vessie Différentes lignees : 5-FU Barbieri et al., 2015

Carcinome Cancer de la vessie : Poli et al., 2016

adrénocortical cisplatine
Cellules souches :
doxorubicine
Inhibition mTOR Sirolimus Cancer de la Cancer de la prostate : Imrali et al., 2016
prostate cisplatine
Palomid Cancer du sein Xiang et al., 2011
529 (entre | (deficient en Brca
autres) 1)
Cibler la formation d’acétyl-CoA

Inhibition PDH DCA Poumon, glioblastome, Sein Cancer du poumon : Cancer de la Bonnet et al., 2007

Prostate, Endométre, Pédiatrique, paclitaxel prostate [():Lﬁ)neitaﬁll’ZZOOOlSs

ICoIorectaI_ Myelome/: mul_tlple : Wong et al.. 2008

Myélome multiple bortéezomib

ALA

Heshe et al., 2011
Madhok et al., 2010
Linetal., 2014a
Sanchez et al., 2013

Tumeur mammaire
(humaine et canine)

Zhou et al., 2015
Dagli et al., 2017

Cancer du sein
Cancer du cblon

Cancer du poumon :
cisplatine

Na et al., 2009
Puchsaka et al., 2016

U Wenzel et Nickel., 2005




Inhibition ACLY HCA Cancer du poumon, de la vessie, Cellules leucémiques : Zhu et al., 2015
mélanome daunorubicine Schwartz et al., 2010
SB-204990 | Differentes lignées Cancer du Hatzivassiliou et al., 2005
pancréas
SiIARN Cancer du poumon Migita et al., 2008
Cibler I’équilibre acido-basique
Inhibition LDH FX11 Lymphome Cancer du Leetal., 2010
pancréas
AB3 Carcinome Billiard et al., 2013
hépatocellulaire
Cancer du sein
Galloflavine Cancer de Han et al., 2015
I’endométre
Oxamate Cancer de Cancer du sein : trastuzumab, Liuetal., 2015a
I’estomac paclitaxel Zhao et al., 2011a
Zhou et al., 2010
NHI-1, NHI-2 | Cellules souches Daniele et al., 2015
glioblastome
Inhibition MCT- CHC Oui Oui Sonveaux et al., 2008
1 7ACC Différentes lignées Draoui et al., 2014
AZD3965 Cancer du poumon Polanski et al., 2014
Inhibition des Oméprazole Leucémie Mélanome, adénocarcinome, Luciani et al., 2004
pompes a lymphome : cisplatine, 5-FU, Lee etal., 2015
protons vinblastine De Mll_lt(_) et al., 2007
L. . . Spugnini et al., 2015
Leucémie : vinblastine
Carcinome de I’ovaire :
paclitaxel
Esoméprazole Melanome métastatique De Milito et al., 2010
Lansoprazole Mélanome métastatique Mélanome, adénocarcinome, Azzarito et al., 2015
lymphome : Cisplatine, 5-FU Yuetal., 2015
Vinblastine
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Mélanome métastatique :
Paclitaxel
Tumeurs solides :
doxorubicine

Inhibition NHE- Amiloride Cancer de Cancer Ostéosarcome canin : Walsh et al., 2015
1 1’cesophage métastatique doxorubicine, cisplatine Harguindey etal., 2013
Ostéosarcome
canin
Cariporide Masereel et al., 2003
Composé 9t
Phx-3
Inhibition CAIX Anticorps Carcinome Zatovicova et al., 2010
VI11/20 colorectal Spugnini et al., 2015
Indisulam Cancer du poumon Cancer du poumo : cisplatine, Ozawa et al., 2004

oxaliplatine, 5-FU
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Partie 2 : Utilisation clinique des molécules ciblant le
meétabolisme énergétique modifié des cellules
tumorales
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l. Préalable a I’étude

Nous avons vu I’ampleur de la diversité des molécules ciblant les différentes voies du
métabolisme (du glucose, de la glutamine) et I’équilibre acido-basique de la cellule cancéreuse.
Ciblons maintenant notre étude sur celles qui tout d’abord ont déja été utilisées en pratique et
qui seraient ensuite facilement utilisables et abordables financiérement en médecine vétérinaire.

A. Contexte en médecine humaine

1. Meéthodologie

Les essais cliniques et les recherches en médecine humaine concernant les molécules
décrites précédemment connaissent un essor impressionnant. Pour les molécules abordables en
clinique, les différents aboutissements cliniques sont synthétisés dans le tableau suivant
(Tableau 4). La méthode de recherche utilisée est la suivante :

- Synthese des essais cliniques mentionnés dans les articles de recherche fondamentale
exposes précédemment,

- Recherche complémentaire sur PubMed avec les mots clefs « nom de la molécule »
AND « cancer » AND « clinical »,

- Recherche complémentaire dans la base de données des études cliniques en médecine
humaine (ClinicalTrials.gov) avec les mots clefs «nom de la molécule » AND
« cancer ». Pour avoir une idée du développement de ces molécules dans les essais
cliniques, le nombre issu de la recherche sur ce site est indiqué dans la derniére colonne
(« nombre »). Si la molécule a deux noms, le nombre d’essais cliniques le plus important
trouvé avec un des noms est indique.

La plupart des essais cliniques sont encore en phase de recrutement et ne sont donc pas
détaillés. Ceux dont les résultats sont disponibles et pertinents sont (dans la mesure du possible)
présentés. La phase de I’essai clinique est précisée (détail des différentes phases d’essai clinique
en annexe 3). Ce tableau ne peut malheureusement étre exhaustif, des essais cliniques ont pu
étre manqués lors de la recherche, de nouveaux résultats ont pu étre publiés entre la date de la
recherche (septembre 2016) et la soutenance de ce travail (12 juillet 2017).
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2. Reésultats

Tableau 4 : Erat des lieux de ['utilisation de molécules ciblant le métabolisme tumoral modifié en médecine humaine.
SID = Semel In Die (une fois par jour), BID = Bis in Die (deux fois par jour), PO = Per Os (par voie orale)

Molécule Doses Type de cancer Traitement Phase Effets Source Nombre
associe
Cibler I’entrée du glucose par les GLUT
Silybine 13 g PO par jour en 3 doses | Cancer de la prostate Aucun Phase Il Bien toléré hormis une toxicité Flaig et al., 2007 4
pour 2-10 semaines avancé hépatique asymptomatique NCT00487721
(Hyperbilirubinémie)
2,4,8,a12 g par jour- doses Carcinome Aucun Phase | Mort des patients — arrét essai Siegel et al., 2014
divisées pour 12 semaines hépatocellulaire
1 g PO BID pendant 4 Cancer du poumon Erlotinib Phase Il Arrét étude NCT02146118
semaines
Polyphénols | 6 tasses thé vert pendant 2-8 | Cancer de la prostate | Comparaison Phase Il Marqueur PSA diminué avec thé | Henningetal., 2015 37
semaines thé noir vert NCT00685516
Cibler la glycolyse
2-DG 250 mg/kg Glioblastome Radiothérapie Phase Il Pas de toxicité aigue Singh et al., 2005 124
multiforme 5 Nausées — vomissements D""arakza”ath etal,
Gy/frac_tion/se Toxicité cerveau a plus fortes Tennant 2? ZL’ 2010
maine doses
Doses croissantes Cancer de la prostate Aucun Phase | Toxicité de grade 3 pour Steinetal., 2010
45 mg/kg retenu 60 mg/kg
30 mg/kg PO pendant 2 Cancer de la prostate Aucun Phase Il Arrét de I’étude NCT00633087
semaines (cycle de 3 Pas assez de données
semaines)
7 jours par semaine une Cancers du poumon, Docetaxel Phase | Effets secondaires : fatigue, NCT00096707
semaine sur deux de sein, pancréatique, nausées, suées Raez etal., 2013
63 mg/kg dose retenue de la téte et du cou,
de I’estomac
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3-BP 250 mg BID Carcinome Aucun Rapport de Bonne tolérance Koetal., 2012 0
hépatocellulaire cas Survie augmentée
1-2,2 mg/kg IV Mélanome Paracétamol | Rapport de Pas de cytotoxicité, bonne El Sayed et al., 2014
métastatique stade 1V 3 g/jour cas tolérance
Effet anticancéreux faible
LND Glioblastome Aucun Phase II Pas d’effets thérapeutiques Porporato et al., 2011 0
Hyperplasie Aucun Phase 11/l Hépatotoxicité
450 mg PO en deux ou trois | prostatique bénigne
prises Cancer du sein Epirubicine Phase 11 Potentialise (pas toujours Cervantes-Madrid et
Cisplatine significativement) I’effet de la Berruat'i"e t22|l5 200
Cancer du poumon Epirubicine Phase 1l chimiothérapie K
Cisplatine myalgies 60% — douleurs
Cancer de I’ovaire Epirubicine Phase Il testiculaires 27% - ototoxicité
Cisplatine 10% - effets gastro-intestinaux
Paclitaxel (nausées, vomissements) 24% -
Cancer téte et cou | Radiothérapie | Phase Il asthénie 16% - hyperesthésie,
Cancer du sein Différentes Phase 111 arthralgie, anorexie,
métastatique chimiothérapie photophobie <10%
S
Cancer du poumon Différentes Phase 11
chimiothérapie
s
Citrate 109 TID Mésothéliome Omeprazole | Rapport de Bonne tolérance, excellente Bucay, 2011 320
péritonéal cas évolution
2 g TID au maximum Cancer de la thyroide | Oméprazole/ | Rapport de Bonne tolérance, diminution Bucay, 2009
sucralfate cas calcitonine
TT-232 = Perfusion continue Carcinome rénal Aucun Phase Il Arrét (raisons légales) NCT00422786 2
TLN-232 = 0,48 mg/kg par jour pendant métastasé - Bonne tolérance jusqu’alors
CAP-232 21 jours + 7 jours repos mélanome (exposée en 2008 au congreés
European Society for Medical
Oncology)
Perfusion continue pendant Mélanome Aucun Phase 1l Perte de licence NCT00735332
21 jours + 7 jours repos métastatique
récidivant

91




Cibler la voie des pentoses phosphates

6-AN 0,2 mg/kg pendant 4 Différents cancers Aucun Phase I/11 Neurotoxique a fortes doses Herter et al., 1961 0
semaines avanceés Pas de propriétés
anticancereuses a dose tolérée
Cibler la glutaminolyse
DON 160 mg/m?2 (pendant 3 j tous | Cancers du poumon Aucun Phase 11 Peu d’efficacité seul Cervantes-Madrid et 0
les 21 j) et colorectal Nausées al., 2015
300 mg/m?2 (pendant 5 j Vomissements
toutes les 2 semaines)
50 mg/m2 (pendant 5 j tous
les 28 j)
50 mg/m?jours pendant 5 Sarcomes - Aucun Phase Il Pas d’efficacité sur la survie. Earhart et al., 1990
jours toutes les 4 semaines meésothéliomes Tolérance moyenne
CB 839 Doses croissantes, cycle de Tumeurs solides Paclitaxel Phase | En phase de recrutement NCT02071862 8
21 jours Everolimus
Erlotnib
Docetaxel
Cabozantinib
Doses croissantes, cycle de Tumeurs Dexamethason Phase | Résultats non encore publiés NCT02071888
21 ou 28 jours hématologiques e
Pomalidomide
Doses croissantes, cycle de Leucémies Azacitidine Phase | Résultats non encore publiés NCT02071927
21 ou 28 jours
Cibler HIF-1
Irinotecan IV tous les 28 jours Cancer colorectal Cetuximab Phase 11 Efficacité plus importante avec NCT00499369 1129
SN-38 métastatique Bevacizumab le cetuximab que le
bevacizumab
EZN-2968 Perfusion de 2 h toutes les Différents types Aucun Phase | Résultats non postés NCT00466583 3
semaines pendant 3 semaines
(cycle de 6 semaines)
EZN-2208 12-30 mg/m? IV 1 h tous les Neuroblastome Filgrastime Phase | 24 mg/m2 dose retenue Norris et al., 2014 6
21j
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9 mg/m?2 les jours 1, 8, et 15 Cancer colorectal Aucun Phase Il Bonne tolérance Garrett et al., 2013
tous les 28 j Méme survie que le groupe qui
avait du cetuximab en plus
Digoxine Tous les jours deux semaines Cancer du sein Aucun Phase 11 En cours NCT01763931 18
avant la chirurgie
Non communiqué Cancer du poumon Erlotinib Phase II Réponse partielle pour 1 patient NCT00281021
125-250 ug PO pendant 28 j | Cancer de la prostate Aucun Phase Il Bonne tolérance, pas de Linetal., 2014b
différence significative avec NCT01162135
contréles historiques
Topotecan IV — dose non connue Différents types Acétylcystéine Phase Il En cours NCT02569957 349
1 mg/m2 pendant 3 j Cancer du poumon Cisplatine Phase Il Neutropénie Kubo et al., 2016
Radiothérapie Survie augmentée
4,0 mg/m#/jour les jours 1-8 Différents types - Aucun Phase Il Toxicité moins importante pour Herzog et al., 2011
et 15 d’un cycle de 28 j gynécologiques traitement (J1, J8, J15) mais NCT00114166
OU 1,25 mg/m?/jour pendant aussi moins d’efficacité
5 jours tous les 21 j
PX-478 PO, doses croissantes 5 Tumeurs solides Aucun Phase | En cours NCT0022652 1
premiers jours cycle de 21 avanceées
jours Lymphome
Cibler la voie AMPK —m TOR
Metformine 250 mg PO SID Polypes colorectaux Aucun Phase 11 Moins de polypes - prévention | Higurashietal., 2016 283
UMIN000006254
500 mg TID Cancer du sein Chimiothérapi Phase I1 Non retrouvés Martin-Castillo et al.,
HER2+ e néo 2010
adjuvante
Trastuzumab
1500 mg Cancer du sein Exemestane Phase | Bonne tolérance Estevaet al., 2012
métastatique Rosiglitazone 30% maladie stable
850 mg PO BID (5 ans) Cancer du sein (stade Aucun Phase Il En cours - Amélioration poids / | Goodwin etal., 2015
précoce) insuline / glucose NCT01101438
500 mg pendant 1 semaine | Cancer du sein avant Aucun Essai pré Bonne tolérance — étude Hadad et al., 2015
puis 1 g pendant 1 semaine opération opératoire biomarqueurs
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2 g PO répartis en (500 mg Cancer du poumon Radiothérapie Phase 11 En cours NCT02285855
matin — 1g midi -500 mg
s0ir)
500 mg Cancers stades Temsirolimus Phase | En cours NCT01529593
avancés
850 mg PO BID Cancer du sein avant Aucun Phase | Trop peu de patients NCTO00984490
chirurgie
Everolimus 10 mg PO SID Carcinome des Aucun Phase 111 Survie augmentée Motzer et al., 2010 1090
RAD 001 cellules rénales Fatigue, développement NCT00410124
métastatiques d’infections
5mg PO SID Cancer de la prostate | Carboplatine Phase 1l Bonne tolérance Vaisharg%alxgan etal,
métastatique Prednisone Peu d’efficacité clinique NCTOL051570
5-10 mg/jour pendant 21 Cancer du poumon Aucun Phase | Bonne tolérance NCTO00401778
jours
10 mg PO SID Cancer du poumon Octreotide Phase Ill | Plus d’efficacité que I’octreotide | Fazioetal., 2013
avancé seul NCT00412061
Bonne tolérance
10 mg PO SID Tumeurs Aucun Phase 111 Amélioration de la survie Lombardz-gfgas etal.,
neuroendocrines Stomatite NCTO0510068
5mg PO SID Cancer du sein triple | Carboplatine Phase II Toxicité hématologique Singhetal., 2014
négatif métastatique Bonne efficacité NCTO1127763
10 mg PO SID Cancer du sein Paclitaxel Phase Il Amélioration survie Hurvitz et al., 2015
HER2+ Trastuzumab Stomatite, diarrhée, alopécie NCT01007942
5mg PO SID Vinorelbine Phase I11 Amélioration de la survie André et al., 2014
Trastuzumab Leucopénie - neutropénie NCT01007942
10 mg PO SID Cancer du sein Tamoxiféne Phase Il Amélioration de la survie Bachelot et al., 2012
10 mg PO SID HER2- Exemestane Phase Il Amélioration de la survie Baselga et al., 2012
NCT00863655
Temsirolimus | 30 mg par jour 5 j toutes les Letrozole Phase 1lI Pas d’amélioration de la survie Wolff et al., 2013
CCI-779 2 semaines NCTO00083993
Pas de données trouvées Carcinome des Aucun Phase Ill | Survie augmentée par rapport au | Ravaudetal., 2010

cellules rénales
métastatiques

traitement conventionnel
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IV jour 1, 8, 15, 22

Cancer de I’ovaire et
autres

Aucun

Phase Il

Bonne tolérance
Efficacité modeste

Behbakht et al., 2011
NCT00429793

Cibler la formation d’acétyl-CoA

DCA 4 mg/kg BID 30 j Cancer cerveau Aucun Phase | Bonne tolérance Dunbar et al., 2014 9
12,5 mg/kg BID 30 j Glioblastome NCT01111097
Cancer poumon non Cisplatine Phase 1l Mort des patients — arrét étude Garon etal., 2014
6,25 mg/kg PO BID a petites cellules Docetaxel (embolie pulmonaire) NCT01029925
stade 111
Cancer du sein
métastatique stade IV
Non communiqué Glioblastome Aucun Rapport de Neuropathie réversible, dose Michelakis et al.,
cas dépendante 2010
12,5 mg/kg PO BID Carcinome Cisplatine 100 Phase Il Effets secondaires similaires NCT01386632
épidermoide téte/cou | mg/m2 (jour 1, avec ou sans DCA Powell et al., 2015
22, et 43)
associé a de la
radiothérapie
(70 Gy/35 /7)
ALA IV 600 mg IV Différents types HCA 500 mg | Rapportde | Progression tumorale stable ou | Schwartzetal, 2014 21
TID cas lente
Naltrexone 5 Nausées, vomissements
mg
PO 1200 mg Adénocarcinome HCA 720 mg | Rapport de Amélioration de la survie Guais et al., 2012
pancréatique Gemcitabine cas
métastatique Celecoxib
Analogue Perfusion 2940 mg/m? Tumeurs Aucun Phase | Bonne tolérance a cette dose Leeetal., 2013
ALA = CPI- pendant 2 h hématologiques
613 réfractaires ou
récidivantes
Perfusion 500-1000 mg/m2 | Tumeur pancréatique Aucun Rapport de | 2 effets secondaires de grade | Leeetal., 2011
pendant 2 h, 2 fois par neuroendocrinienne cas Progression-Free-Survival > 15

semaine pendant 3 semaines,
une semaine de repos

stade IV

mois
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http://clinicaltrials.gov/show/NCT01386632

Perfusion 1150-2300 mg/m? Carcinome Aucun Rapport de Nausées, fatigue Senzer etal., 2012
pendant 2 h, 2 fois par hépatocellulaire stade cas Stabilisation de la maladie en
semaine pendant 3 semaines, v progression
une semaine de repos
HCA 500 mg TID Différents types ALA 600 mg | Rapportde | Progressiontumorale stable ou | Schwartzetal., 2014 0
v cas lente
Naltrexone 5 Nausées, vomissements
mg
720 mg Adénocarcinome ALA 1200 mg | Rapport de Amélioration de la survie Guais et al., 2012
pancréatique Gemcitabine cas
métastasique Celecoxib
Cibler I’équilibre acido-basique
AT 101 40 mg BID Différents types de | Paclitaxel Phase | Bonne tolérance Zhao et al., 2011b 23
R-(-)-gossypol cancer Carboplatine
40 mg BID pendant 3 jours Carcinome Docetaxel Phase Il Pas d’amélioration de la survie NCT01285635
puis 20 mg pendant 14 jours | épidermoide téte cou Sacco et al., 2014
20 mg BID —21 jours sur 28 Glioblastome Aucun Phase Il Bonne tolérance Fiveash et al., 2009
jours multiforme Stabilisation tumorale
20 mg BID — cycle de 21 ou Adénocarcinome Thérapie Phase 11 Pas encore de résultats NCT00666666
28 jours prostatique hormonale
21 jours/ 28 Cancer du poumon | Aucun Phase Il Bonne tolérance NCT00773955
30 mg BID les 3 premiers Docetaxel Phase Il | Résultats non encore publiés NCT00544960
jours d’un cycle de 21 jours randomisé
AZD3965 Doses croissantes — cycle de Tumeurs solides Aucun Phase | Pas encore de résultats NCT01791595 1
28 jours Cancers de la
prostate, de
I’estomac
Lymphome B
Oméprazole 40 mg PO Cancer téte cou Carboplatine + | Phase Il Essai arrété car manque de fonds | NCT02013453 48
5-FU,
paclitaxel, ou
pemetrexed
Non communiqué Tumeurs solides Patupilone Phase | Résultats non encore publiés NCT00420615
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https://clinicaltrials.gov/show/NCT01285635

Esoméprazole | 60 mg SID — 120 mg SID Ostéosarcome Méthotrexate- | Phase Il - | Amélioration réponse | Ferrarietal., 2013 28
« chondroblastique » | cisplatine- prospective | chimiothérapie dans 60% (contre
adriamycine 25%)
160-200 mg PO SID 3jours Cancer du sein Cisplatine Phase 11 Améliore la réponse a la | Wangetal, 2015
par semaine pendant 66 métastaticue Docetaxel chimiothérapie NCT01069081
semaines
Indisulam Non communiqué Cancer du sein Capecitabine Phase Il Pas d’efficacité NCT00165880 11
(E7070) métastatique
Toutes les 3 semaines par Cancer du poumon | Aucun Phase Il Pas d’efficacité Talbot et al., 2007
perfusion soit 700 mg/m2 a avancé
J1
ou 130 mg/m? les 5 premiers
jours
700 mg/m2 pendant 1 h Mélanome Aucun Phase Il Bonne tolérance Smyth et al., 2005
toutes les 3 semaines métastaticue Pas d’efficacité NCT00014625
40-160 mg/m2 toutes les Aucun Rapport de | Bonne tolérance Baur et al., 2007
semaines cas Efficacité, régression tumorale
Doses croissantes Tumeurs solides Carboplatine Phase | Dose recommandée 500 mg/m2 | Dittrich et al., 2007
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3. Discussion et conclusions

i. Bilan

De nombreuses molécules ont déja pu étre testées d’un point de vue clinique en
médecine humaine. Certaines ne montrent pas d’efficacité, ou seulement en association avec de
la chimiothérapie ou d’autres molécules. L’association avec un autre traitement n’a pas toujours
été investiguée. Néanmoins, certaines semblent prometteuses, que ce soit par leur efficacité
seule (freine le développement tumoral), ou par leur rle de sensibilisation a la chimiothérapie
ou la radiothérapie. Cela permet d’améliorer I’efficacit¢ dans le cas de tumeurs
chimiorésistantes, mais également d’envisager une diminution des doses de chimiothérapie
utilisées et donc de diminuer la toxicité associée. L’aspect économique de ces traitements est
également intéressant, car certaines molécules sont trés abordables. Si cela n’intéresse pas
forcément les laboratoires qui pourraient développer des essais cliniques, ¢’est un avantage non
négligeable pour les propriétaires de nos animaux de compagnie.

ii. Criteres de sélection

Au vu des résultats précédents, nous ne retiendrons pour la suite de notre étude dans le
monde vétérinaire que les molécules ayant montré des résultats prometteurs en clinique
humaine (efficacité seule ou en association avec la chimiothérapie), et qui sont accessibles
facilement (commande en pharmacie, sur internet...).

Tout d’abord, les molécules ayant été exclues sont celles :

- Qui ont perdu leur licence

- Qui présentent trop de toxicité ou une absence de propriétés anticancéreuses a la dose
tolérée

- Dont I’essai clinique est en cours ou dont les résultats n’ont pas encore été publiés

Le critéere financier a ensuite été pris en compte pour effectuer une sélection plus
poussée. Les inhibiteurs de mTOR ont ainsi été écartés.

Au bilan, les molécules suivantes ont éte retenues: les inhibiteurs de pompe a protons
(IPP), I’hydroxycitrate (HCA), 1’acide alpha lipoique (ALA), le dichloroacétate (DCA), la
metformine (MET), le citrate (CIT), le 3-BP, le 2-DG.

iii. Détails des doses utilisées et des effets indésirables connus des
molécules retenues en médecine humaine

La tolérance a ces molécules a pu étre déterminée suite aux études de phase I. Par
ailleurs, certaines sont déja utilisées couramment pour une autre utilisation (MET dans le
traitement du diabete de type II, DCA dans le traitement de 1’acidose lactique congénitale).
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e Les IPP sont des molécules utilisées depuis longtemps pour diminuer 1’acidité gastrique
(traitement des ulceres duodénaux ou gastriques, traitement de 1’cesophagite par reflux,
traitement du syndrome de Zollinger-Ellison). Des doses allant jusque 2 mg/kg sont trés
bien tolérées (deux prises par jour). Les résumés des caractéristiques du produit des
différents médicaments décrivent les effets secondaires éventuels. Les effets
indésirables les plus fréquents (1-10% des patients) sont les céphalées, les douleurs
abdominales, la constipation, la diarrhée, les flatulences et les nausées/vomissements.

e Les effets secondaires de la MET sont principalement des nausées, de 1’anorexie et des
ballonnements, et plus rarement des vomissements et des épisodes de diarrhée. Ces
effets secondaires peuvent étre limités en fractionnant les prises et en augmentant les
doses progressivement (une dose de 1200 mg/jour est généralement bien tolérée selon
le résumé des caractéristiques du produit). Les biguanides sont réputés pour augmenter
le risque de développer une acidose lactique sévere. Cependant, ’utilisation de la
metformine n’est pas associée a un risque plus élevé de développer une acidose lactique
par rapport aux autres traitements antihyperglycémiants (Salpeter et al., 2010).

e L’HCA ne présente pas d’effets secondaires particuliers, et ce jusqu’a des doses de
2800 mg/jour chez I’humain (Stohs et al., 2009). Il est utilisé dans des programmes de
régime pour favoriser la perte de poids. Une éventuelle toxicité envers la
spermatogenese est mise en évidence chez le rat de laboratoire, mais n’est pas retrouvée
chez I’humain (Chuah et al., 2012). Quelques rapports de cas rapportent une progression
tumorale lente en association avec I’ALA (Schwartz et al., 2014).

e L’ALA est utilisé en cas de polyneuropathie diabétique. Des essais cliniques
(ALADIN) montrent que la dose de 600 mg trois fois par jour est tres bien tolérée
(Ruhnau et al., 1999 ; Ziegler et al., 1999), et ce pendant plusieurs mois.

e Le DCA est utilisé depuis longtemps en médecine humaine (en particulier pour le
traitement de 1’acidose lactique congénitale). L’étude de Stacpoole et al. montre que la
dose de 12,5 mg/kg deux fois par jour pendant 6 mois est bien tolérée (Stacpoole et al.,
2006). La principale toxicité sur le long terme est neurologique avec I’apparition d’une
neuropathie périphérique, généralement réversible a I’arrét du traitement. Une attention
particuliere devra donc étre portée a I’examen neurologique afin de diminuer les doses
si nécessaire.

e Le CIT est utilisé en médecine humaine pour favoriser 1’alcalinisation des urines dans
le traitement et la prévention des lithiases uriques et cystiniques. Il est utilisé comme
alcalinisant au cours des traitements uricosuriques et uricolytiques. Son intérét en
prévention de I’acidose métabolique est également démontré. La dose de 4-8 g par jour
est bien tolérée chez I’adulte, avec comme effet secondaire principal des épisodes de
diarrhées. Aucun cas de surdosage n’a été observé. Chez un patient, la dose de 10 g trois
fois par jour n’a pas révéle de toxicité (Bucay, 2011).

e Le 3-BP a été utilisé sur quelques cas sporadiques avec des résultats trés prometteurs
(Ko et al., 2012). La dose de 1-2,2 mg/kg IV ne semble pas présenter de toxicité (El
Sayed et al., 2014), sans que I’efficacité ne soit démontrée.

e Le 2-DG aété utilisé dans plusieurs essais cliniques. La dose de 45 mg/kg semble celle
adéquate afin de limiter les effets secondaires (fatigue, altération du godt) (Stein et al.,
2010).

Les molécules retenues possedent un potentiel indéniable in vitro et sur des modéles in
vivo (Partie 1, IT). Leur utilisation chez ’homme dans le cadre d’essais cliniques existe depuis
plusieurs années (Partie 2, I. A. 2). Etudions maintenant 1’utilisation des molécules retenues a
ce niveau dans notre travail en médecine vétérinaire.
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B. Contexte en médecine vétérinaire

1. Meéthodologie

La recherche effectuée sur PubMed a été effectuée comme suit, a partir des molécules
retenues préecédemment : « nom de la molécule » AND « dog » AND « cat ». La recherche a
éte effectuée en septembre 2016 et actualisée en avril 2017. Les articles retenus ont ensuite été
sélectionnés selon leur pertinence. Peu d’études étant disponibles avec ce moyen de recherche,
une recherche complémentaire a été effectuée avec la base de données des études en santé
animale de 1’ Association Américaine de Médecine Vétérinaire (American Veterinary Medical
Association, AAHSD Study Search) afin d’avoir une idée du nombre d’essais cliniques en cours
dans les universités vétérinaires nord-américaines.

Les portails de toxicologie de 1I’Institut National de I'Environnement Industriel et des
RISques (« INERIS - Portail Substances Chimiques, accueil »), de 1’Organisation de
Coopération et de Développement Economiques (Organization for Economic Co-operation and
Development « eChemPortal - Substance Search »), ainsi que le portail Toxnet (US National
Library of Medicine « Toxicology data Network ») ont également été utilisés afin d’obtenir des
données sur les animaux de laboratoire pour les cas ou les études cliniques manquaient.

2. Résultats

Peu d’études sont malheureusement disponibles aujourd’hui; nous proposons
cependant un bilan de ce qui existe en médecine vétérinaire.

i. L’utilisation des inhibiteurs de pompes a protons (IPP)

Une premiére étude concerne des animaux dont la progression tumorale continue malgré
la chimiothérapie mise en place (Spugnini et al., 2011). Elle consiste & évaluer la capacité du
lansoprazole a lever la chimiorésistance (cancers réfractaires, tumeurs qui ne répondent plus au
traitement conventionnel). Le lansoprazole est un inhibiteur de pompes a protons activé dans
un environnement acide. Il est habituellement utilisé a une faible dose de 1 mg/kg pour le
traitement de 1’acidit¢ gastrique ou a plus forte dose (2 mg/kg) pour le traitement des
gastrinomes.

Le groupe témoin est constitué de 17 animaux (10 chiens et 7 chats) pour lesquels les
propriétaires ont choisi de poursuivre la chimiothérapie (sans IPP). Les animaux de 1’étude ont
recu du lansoprazole en plus de la chimiothérapie. 27 chiens et 7 chats de propriétaires ont été
enrdlés dans 1’étude entre septembre 2009 et avril 2011.

Le protocole consiste en une dose d’attaque de lansoprazole 5 mg/kg SID pendant 3
jours consécutifs en méme temps que I’administration de la chimiothérapie (pour diminuer le
pH dans I’environnement tumoral et favoriser la réponse a la chimiothérapie), puis d’une dose
a 1 mg/kg SID (pour éviter une hyperacidité gastrique rebond) pendant 4 jours.
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La réponse au traitement et la toxicité sont évaluées systématiquement, ainsi qu’un
examen physique et une mesure de la tumeur. Des radiographies thoraciques et une échographie
abdominale sont réalisées tous les 2 mois pour documenter I’extension de la tumeur. Le
traitement était poursuivi pendant 6 mois apres rémission complete dans le cas des patients
atteints de lymphome, et pendant 3 mois apres réemission pour les tumeurs solides.

Les resultats sont globalement satisfaisants : le lansoprazole est en majorité bien toléré
(4 chiens ont eu des effets secondaires gastro-intestinaux avec vomissements, diarrhées et
flatulences), et 67,6% des animaux ont montre une réponse partielle ou compléte (contre 17%
de réponse partielle uniquement pour le groupe témoin). Les animaux de I’étude n’ayant pas
répondu ont néanmoins montré une amélioration significative de leur qualité de vie (réduction
de la douleur et amélioration de leur statut de Karnofski). Ces résultats suggérent que le
lansoprazole contribue a lever la chimiorésistance, tout en améliorant la qualité de vie et en
étant généralement bien toléré.

Le méme groupe s’est ensuite intéressé¢ a 1’efficacité du lansoprazole non pas sur des
tumeurs chimiorésistantes, mais en association avec la chimiothérapie métronomique (Spugnini
et al., 2014). Le groupe témoin est un groupe historique constitué de 10 animaux uniquement
traités avec de la chimiothérapie métronomique.

24 animaux (22 chiens et 2 chats) sont enr6lés dans 1’étude (stade avancé, métastases
ou chimiorésistance de cancers solides). En plus de leur chimiothérapie métronomique
(cyclophosphamide 12,5 mg/m?2 et piroxicam 0,3 mg/kg) est ajouté du lansoprazole a haute dose
(5 mg/kg pendant 3 jours puis 1 mg/kg pendant 4 jours) et du bicarbonate de sodium dans I’eau
de boisson (le pH de I’eau de boisson doit étre de 9). Pour les chats, la chimiothérapie
métronomique utilisée est le chlorambucil (4 mg/m?) et le piroxicam (0,3 mg/kg).

La réponse au traitement et la toxicité sont évalués systématiquement, ainsi qu’un
examen physique et une mesure de la tumeur. Des radiographies thoraciques et une échographie
abdominale sont réalisées tous les 2 mois pour documenter 1’extension de la tumeur. Des
analyses biochimiques et de numération formule sont effectuées toutes les 2 semaines. Le
traitement était poursuivi pendant 1 an apres rémission compléte. Selon les cas, ’arrét de la
chimiothérapie métronomique était effectué plus tét.

Les résultats sont globalement satisfaisants, seulement 2 chiens présentent des effets
secondaires gastro-intestinaux (vomissements, diarrhée). 75% des patients présentent une
réponse partielle ou compléte, contre 40% pour le groupe témoin. La médiane de survie est de
34 semaines pour le groupe de 1’étude contre 2 semaines pour le contrdle (p = 0,042).

L’ajout de lansoprazole et 1’alcalinisation de 1’eau de boisson sont globalement bien
tolérés, ce qui permet de potentialiser la réponse a la chimiothérapie métronomique et la qualité
de vie des patients. Ceci est valable pour tous les types de cancers enr6lés dans 1’étude.

LSP : dose habituelle a 1-2 mg/kg PO, bien toléré a 5 mg/kg PO pendant 3 jours puis 1
mg/kg pendant 4 jours (chat, chien)
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ii. La metformine (MET)

L’inhibition de la glycogénolyse a été démontrée sur des chiens a la dose de 0,15
mg/kg/min 1V (Chu et al., 2000). Un essai clinique est actuellement en cours a I’université du
Saskatchewan concernant ’utilisation de la MET sur les lymphomes chimiorésistants de chien.
Les chiens sont testés pour I’expression du géne MDR (Multi Drug Resistant). Il apparait que
dans une grande majorité de cas (résultats non publiés, communication personnelle 2016),
I’utilisation de la MET réverserait I’expression du géne MDR.

Chez le chat diabétique, un essai clinique utilisant la MET a une dose de 50 mg/chat
toutes les 12 heures a été réalisé. Les effets secondaires étaient de la 1éthargie, de I’inappétence,
des vomissements et une perte de poids (Nelson et al., 2004).

Chez le chat, une étude pilote prospective a été réalisée avec un traitement a base de
MET per os administrée pendant 14 jours chez 9 chats ayant des tumeurs spontanées
mesurables, sans groupe témoin (Wypij, 2015). Les parametres suivis étaient une numération
formule, un examen biochimique, la mesure du lactate, du pH, de I’IGF-1 (Insulin-Like Growth
Factor 1) et du VEGF. L’utilisation de la dose maximale tolérée de 10 mg/kg BID présente des
effets secondaires modérés (anorexie, vomissements, perte de poids). Une diminution de
I’hématocrite est également a noter. 6/9 chats ont développé une hyperlactatémie et 1 chat a
développé une acidose lactique non symptomatique. En termes de réponse clinique, seuls 2
chats (sur 9) ont eu une modeste réduction de la taille de la tumeur.

MET : 10 mg/kg PO BID avec effets secondaires modérés (chat, chien)

iii. L’hydroxycitrate (HCA)

L’hydroxycitrate a été testé chez le chien dans le cadre du traitement de 1’arthrose en
combinaison avec du collagene et du chrome. 1800 mg/chien de HCA ont été utilisés sans que
des effets secondaires ne soient mis en évidence. Les contrbles biochimiques des parametres du
foie et des reins étaient également inchangés (Peal et al., 2007).

Chez le rat, la LDsp a été évaluée a plus de 5000 mg/kg (Ranjith et al., 2011).

Chez le chat, une étude a été menée afin d’évaluer le role du Garcinia cambogia sur la
perte de poids. Les chats ont recu 45 mg/kg de ce fruit sans présenter d’effets secondaires
notables (Leray et al., 2006). Il est a noter que le fruit contient entre 10 et 30% de HCA, qui
peut étre facilement extrait (Semwal et al., 2015).

HCA : jusqu’a 50 mg/kg PO bien toléré chez le chien, 5-10 mg/kg PO bien toléré chez le chat
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iv. L’acide alpha lipoique (ALA)

L’étude chez le rat suggére que la dose sans effet nocif observable (NOAEL) est de 60
mg/kg/jour (Cremer et al., 2006). La mortalité était méme diminuée par rapport au groupe
controle.

La dose 1étale médiane de I’ALA chez le chien est de 400-500 mg/kg (Packer et al.,
1995). D’apres une étude de cas, I’ALA est toxique a des doses de 190 mg/kg et 210 mg/kg
avec des symptomes d’hypoglycémie, d’insuffisance hépatique, d’insuffisance rénale (Loftin
et Herold, 2009). Une étude sur 30 chiens montre que 1’utilisation d’une dose de 50 mg/kg PO
au long cours (12 mois) présente une bonne tolérance (Paetau-Robinson et al., 2013). Les effets
secondaires étaient d’ordre gastro-intestinaux (vomissements), et il n’y avait pas de
répercussions sur le bilan hémato-biochimique.

Chez le chat, la dose maximale tolérée est beaucoup plus faible (30 mg/kg) (Hill et al.,
(2004).

ALA : chien : 50 mg/kg PO SID ; chat : 30 mg/kg PO SID maximum

V. Le dichloroacétate (DCA)

L’¢étude de Maisenbacher et al. s’intéresse a la pharmacocinétique du DCA administré
par voie orale (6,25 mg/kg BID pendant 4 semaines) chez le chien (Maisenbacher et al., 2013).
Il apparait que la clairance du DCA est plutot lente en comparaison au rat et a I’humain. Le
détail des effets secondaires éventuels n’est malheureusement pas disponible.

L’utilisation du DCA a tout d’abord été étudiée chez le chien diabétique, en comparaison
au chien sain. Dans cette ¢tude, chez le chien sain, I’administration chronique du DCA (150
mg/kg SID pendant 7 jours) entraine une diminution de la glycémie, des concentrations en
lactate, pyruvate et OAA (Ribes et al., 1979). Le détail des effets secondaires éventuels n’est
malheureusement pas disponible.

Si aucune étude précise n’est disponible, un site internet permet de calculer la dose
théorique nécessaire a son chien (PetDCA). Aucun recul n’existe concernant les effets
secondaires. La dose de 10 mg/kg par jour (5 mg/kg PO BID) est recommandée par ce site.

D’autres études sont nécessaires pour préciser la dose adéquate et les effets secondaires
associés.

DCA : suggestion de 5 mg/kg PO BID (chien), pas de données chez le chat
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Vi. Le citrate (CIT)

L’acide citrique présente une toxicité faible. La dose sans effet observé est de 1200
mg/kg/jour chez le rat, 1500 mg/kg/jour chez le lapin et 1400 mg/kg/jour chez le chien.

Aucun effet secondaire n’a été rapporté par la prise orale chez 3 chiens de 1380 mg/kg
d’acide citrique par jour pendant 120 jours. Les résultats sont similaires chez le lapin.

CIT : 1400 mg/kg/jour PO chez le chien, pas de données chez le chat

vii. Le 3-Bromopyruvate (3-BP)

L’étude de Vali et al. démontre I’avantage en termes de survie de ’utilisation du 3-BP
sur des rats avec des doses de 1,75 mM en intra-artériel (Vali et al., 2008). On note une absence
de toxicité pour cette dose (Kunjithapatham et al., 2013). Sur des lapins, I’utilisation d’une dose
de 25 mM en intra-artériel entraine de nombreux effets secondaires (toxicité hépatique et
gastro-intestinale, dose dépendante et pouvant entrainer la mort) (Chang et al., 2007).

L’étude de Godin et al. s’intéresse a I’administration chez le chien du 3-BP en voie intra-
artérielle, pendant 5 jours consécutifs, et ce a deux semaines d’intervalle (Godin et al., 2015).
Les groupes recevant la dose de 7,5 mg/kg sont morts. La dose sans effet observé est inférieure
a 0,25 mg/kg/dose. Cette dose se retrouve lors de I’injection intrapéritonéale (2 heures par jour
pendant 21 jours consécutifs). La plus haute dose non séverement toxique, en intra-artériel
comme en intrapéritonéal, est inférieure a 2,5 mg/kg/dose.

Les données concernant I’administration par voie orale de cette molécule sont
malheureusement marginales (une étude sur le rat, dont les résultats ne sont pas disponibles).

En comparaison avec les données de médecine humaine, et en tenant compte de la
toxicité observée lors de I’utilisation en intra-artériel, la dose de 1 mg/kg en intraveineux semble
étre un point de départ intéressant. Des études de toxicité en IV et par voie orale chez I’animal
de compagnie sont nécessaires.

3-BP : pas d’informations sur 1’utilisation per os (chien, chat)

viii.  Le 2-désoxyglucose (2-DG)

Le 2-DG a été testé en administration par voie orale sur des rats, sans effets secondaires
notables (Lane et al., 1998). Aucun effet secondaire n’a été rapporté lors de I’utilisation IV de
2-DG chez le chien (0,5 mL/min sur 15 minutes chez des chiens entre 15 et 25 kg) (Frohman et
Nagai, 1976). Aucune information récente n’a pu étre trouvée sur 1’utilisation du 2-DG sur les
chiens et les chats.

2-DG : pas d’informations sur I’utilisation per os (chien, chat)
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3. Conclusions et discussion

Dans les 8 molécules retenues a 1’issu du raisonnement de la partie 2, I.A, il s’avere
qu’il n’y a aujourd’hui pas d’indication pour I’utilisation raisonnée du 3-bromopyruvate et du
2-désoxyglucose en thérapie par voie orale chez I’animal de compagnie.

Pour les 6 autres molécules, il n’existe des données scientifiques dans le cadre du
traitement du cancer que dans le cas des IPP (Spugnini et al., 2014). Néanmoins, 1’utilisation
de ces molécules pour d’autres usages (IPP, MET, HCA) ou les études toxicologiques (CIT,
ALA) sur les modeles animaux permettent de déterminer, dans la plupart des cas, les doses sans
effets nocifs observables (voir encadrés). Ces informations, entre autres, ont permis 1’utilisation
de maniere empirique de ces molécules en clinique vétérinaire (cf. Partie 2, II).

Il n’existe aujourd’hui pas d’essai clinique publié en médecine vétérinaire concernant
I’utilisation de ces molécules. Il en existe néanmoins pour les inhibiteurs de mTOR, notamment
la rapamycine, que nous avions exclue pour des raisons financiéres. De nombreux essais
cliniques en cours aux Etats-Unis concernent la rapamycine. Le détail de ces essais peut étre
trouvé dans la base de données des études en santé animale de 1’Association Américaine de
Médecine Vétérinaire (AAHSDO000069 - AHSD000087 - AAHSD000185 - AAHSD000136 —
AAHSD000258 - COTCO021- AAHSD000120 - AAHSD000086 - AAHSD004140 -
AAHSD000114 - AAHSD000076 - AAHSDO000079).

Voyons maintenant comment les 6 molécules retenues jusqu’alors ont pu étre utilisées
de maniere empirique en clinique, et les apports de cette utilisation pour ce travail.
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I1. Rapport de cas cliniques

Cette partie consiste en une étude descriptive de plusieurs patients (chats et chiens)
cancéreux chez lesquels une thérapie a base de molécules ciblant le métabolisme de la cellule
cancéreuse a été mise en place. Cette thérapie sera appelée thérapie métabolique (TM), au
sens de thérapie a base d’une association de molécules ciblant le métabolisme spécifique de la
cellule cancéreuse. Cette étude préliminaire a motivé la réalisation de cette thése d’exercice et
vise a évaluer la tolérance des animaux aux molécules sélectionnées précédemment.

A. Matériels et méthodes

1. Critéeres d’inclusion des patients

Tous les cas ont éte suivis au Centre Hospitalier VVétérinaire (CHV) Saint-Martin par le
docteur Stéphane Doliger entre 2013 et 2015. Les protocoles ont été instaurés soit a 1’issue
d’une rémission obtenue a 1’aide d’une chimiothérapie classique, soit en parallele d’un
traitement conventionnel (chimiothérapie MTD (Maximum Tolerated Dose), métronomique ou
anti-inflammatoires anti COX-2) lorsque les clients étaient intéressés. Le traitement était
également proposé en thérapie palliative en cas de tumeur non opérable ou lorsque les
propriétaires étaient demandeurs d’une alternative aux thérapies conventionnelles.

Les animaux ayant recu une prescription de thérapie métabolique (TM) ont été
recherchés dans le logiciel du CHV en juillet 2015, a 1’aide du mot clef « métabolique », et des
noms des molécules utilisées. Suite a 1’étude de ces premiers dossiers collectés, n’ont été
conservés que les animaux ayant suivi un minimum de 2 semaines de traitement a base d’une
molécule ciblant le métabolisme et dont la date de déces était connue. 2 semaines de traitement
sont en effet nécessaires pour évaluer la réponse au traitement, observer les effets secondaires
éventuels et ainsi determiner la tolérance.

2. Molécules utilisées et critéres de la prescription

i. Molécules utilisées et association

Les thérapies mises en place varient selon les animaux. Ont été utilisés de ’acide
lipoique (ALA), du dichloroacétate (DCA), de I’hydroxycitrate (HCA), de la metformine
(MET), de I’oméprazole (OMP), du lansoprazole (LSP), et du citrate (CIT). Les molécules
utilisees sont celles pour lesquelles une dose utilisable per 0s chez 1’animal de compagnie a pu
étre déterminée d’apres les publications.

Selon les patients, les molécules ont été associées de différentes manieres. Les critéres
de décision de la prescription étaient aléatoires. Il n’y a pas eu de rationnel pour 1’association
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d’une molécule particuliére a un cancer spécifique, et les combinaisons ont été faites de fagon
empirique. Les éléments suivants entraient également en ligne de compte :

- la disponibilité des molécules (difficulté de reconditionnement) au moment de la
premiere consultation,

- la toxicité d’une molécule pour une espéce. Par exemple, chez le chat, ’acide
lipoique n’a pas ¢été utilisé¢, méme a faible dose, en raison du risque d’hépatotoxicité
(Hill et al., 2004). Par conseéquent pour cette espece, seuls des protocoles
DCA/HCA, ou DCA sont retrouvés.

L’article de Schwartz et al. a inspiré le protocole ALA /DCA /HCA (Schwartz et al.,

2014), et les recherches de Spugnini et al. détaillées précédemment (Partie 1I, 1.B.2.i) ont
conduit a utiliser ce qu’on appellera le protocole de Spugnini SPU (chimiothérapie
métronomique + LSP (5 mg/kg PO pendant 3 jours puis 1 mg/kg PO pendant 4 jours) +
bicarbonate de sodium (pH eau = 9)). Les différents articles exposés précédemment justifient
de I'utilisation de la MET. Les différentes associations retenues ont été les suivantes :

ALA /DCA/HCA,

ALA/HCA/MET +/- OMP ou LSP ou SPU,

DCA +/- HCA,

SPU = Protocole de Spugnini (LSP dose pulsée + bicarbonate) ou protocole modifié
(OMP dose pulsée + bicarbonate),

Le citrate a été utilisé sur un cas unique.

il. Doses utilisées et voie d’administration

Tableau 5 : Doses et voies d'administration.

ALA DCA HCA MET OMP CIT
Chat (CT) 10 mg/kg/j 10-20 mg/kg | 15-20 mg/kg
max BID BID
Chien (CN) 10-20 mg/kg | 10-20 mg/kg | 10-20 mg/kg | 10-20 mg/kg 1 mg/kg 330 mg/kg
BID BID BIDaTID BID SID TID
Remarques | Hépatotoxicité | Commencer Commencer a % | Ou LSP 1 cas
CT a % dose SID dose SID

Tous sont a administrer avec un repas (par voie orale)

iii. Provenance des molécules

Certaines molécules sont disponibles en commande sur internet, comme I’ALA et le

HCA (cf. site internet Betterlife). Pour se procurer du DCA, il faut commander la matiére
premiére chimique et ensuite reconditionner en gélules selon la posologie souhaitée pour
I’animal. Les autres molécules sont disponibles en pharmacie humaine, comme le CIT
(FONCITRIL ND), ’'OMP (MOPRAL ND), le LSP (LANZOR ND) et la MET
(GLUCOPHAGE ND).
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B. Résultats

1. Patients inclus

44 animaux ont eté identifiés lors de la premiére sélection, puis suite a 1’étude de ces
premiers dossiers collectés, n’ont été conserves gque les animaux ayant suivi un minimum de 2
semaines de traitement. L’étude se base finalement sur un total de 18 cas (4 chats et 14 chiens).

Le tableau suivant (Tableau 6) présente I’ensemble des animaux étudiés, afin
d’apprécier la diversité de leurs races, de leurs maladies, de leurs dges. Les hémopathies
malignes (bleu) sont séparéees des tumeurs solides (vert).

6 patients présentent une hémopathie maligne :

5 chiens (4 lymphomes B et un lymphome non investigué) entre 3 et 11 ans, dont une
femelle stérilisée et 4 males entiers,
1 chat (lymphome digestif) méale castré de 16 ans.

12 patients présentent une tumeur solide :

9 chiens (9 tumeurs différentes) entre 8 et 17 ans, dont 4 femelles stérilisées, 4 méales
entiers et un male castre,

3 chats (3 tumeurs différentes) entre 11 et 15 ans, dont 1 femelle entiere et 2 méales
castrés.

Pour certains patients, un bilan d’extension complet a été réalisé, ainsi qu’un suivi de la
réponse au traitement par des bilans sanguins et des scanners de contréle. Les données ne sont
malheureusement pas disponibles pour I’ensemble des cas.

Tableau 6 : Hémopathies malignes et tumeurs solides - Diversité des cas étudiés, avec précision des traitements antérieurs a
linstauration de la TM.

Traitement
Rang | Race Sexe |Age | Tumeur Preécisions antérieur
Hémopathies malignes
CN 2 | Labrador |M 11 | Lymphome B Aucune L-CHOP
CN 3 |Labrador (M 8 | Lymphome B Stade IV (référé) L-CHOP
Prednisolone
Bouvier 1 mg/kg
CN 6 |Bernois (M 9 | Lymphome B Stade IV ou V (référé) L-Asparaginase
Lymphome Stade 111 non confirmé
CN7 Golden |M 3 | multicentrique (référé) L-CHOP
CN | Bouvier L-CHOP (8
14 Bernois |F OV 5| Lymphome B Stade V (référé) séances)
Prednisolone
Chlorambucil
Chloraminophéne
Lymphome digestif a 0,5 mg/kg
petites cellules (bas Nombre de seances
CT 2 | Européen |MC 16 | grade) Aucune inconnu
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Traitement

Rang | Race Sexe |Age | Tumeur Précisions antérieur
Tumeurs solides
Nodules fibro- Métastases hépatiques
CN 1 | Yorkshire |F OV | 12| histiocytaires (scanner) Splénectomie
Chirurgie —
American Carboplatine
Staffords Métastases pulmonaires 300 mg/m?
CN 4 | hire F OV 8 | Carcinome thyroidien (scanner) x1séance
Berger Antibiothérapie (PO
CN 5 | noir M 17 | Carcinome pulmonaire | Aucune et inhalations)
Carcinome épidermoide | Nodules hépatiques de nature | Piroxicam
Bouledog croc mandibulaire droit | indéterminée + NL rétro- 0,3 mg/kg
ue + hémangiosarcome pharyngien médial Hémimandibulecto
CN 8 |francais |MC 9 | cceur droit non confirmé | hypertrophié (scanner) mie rostrale
Lymphome splénique T
+ carcinome thyroidien Splénectomie —
Setter + adénocarcinome Métastases pulmonaires doxorubicine
CN 9 | anglais FOV | 10|gastrique (scanner) 30 mg/m2 x1séance
Absence de métastases
pulmonaires et abdominales -
CN F Tumeur thyroidienne + | Métastase probable NL pré | Exérése tumeur
10 Labrador |OVH | 10 |tumeur mammaire scapulaire D (scanner) mammaire
CN | Berger Hémangiosarcome Métastases pulmonaires et Exeérése
11 allemand |M 8 | articulaire ganglionnaires (scanner) hémangiosarcome
CN | West Métastases pulmonaires
12 Highland |M 11 | Adénocarcinome rectal | (scanner) Exérése chirurgicale
Carboplatine
300 mg/m2 x6
Mélanome achromique séances
CN de la cavité buccale Absence de métastases Exérése chirurgicale
13 Labrador |M 11| (gencive + palais) pulmonaires (scanner) masse visible
Carcinome épidermoide | Absence de métastases
CT 1 |Européen |MC 11 | de la gencive pulmonaires (scanner) Meloxicam
Carcinome épidermoide | Métastases pulmonaires
CT 3 |Européen |MC 13 | maxillaire (scanner) Aucun
Récidive fibrosarcome | Métastases pulmonaires
CT 4 |Européen |F 15| (2 ans aprés chirurgie) | (scanner) Aucun

L-CHOP= Protocole de chimiothérapie associant différentes molécules : L-Asparaginase - Cyclophosphamide (Endoxan) —
Doxorubicine (Hydroxydaunorubicine) - Vincristine (Oncovin) — Prednisolone

M : male - MC : male castré — F : femelle - F OV : femelle ovariectomisée — F OVH : femelle ovariohysterectomisée
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2. Suivi clinique, effets secondaires et perception des propriétaires

Le tableau suivant (Tableau 7) présente le suivi clinique, les effets secondaires et la
perception du propriétaire suite a I’instauration de la thérapie métabolique (TM), ainsi que la
survie globale-totale en semaines (durée entre 1’instauration du premier traitement et le décés
ou la perte de vue de 1’animal), et la survie globale-TM en semaines (durée entre 1’instauration
du taitement métabolique et le décés ou la perte de vue de I’animal). Le symbole « > » est utilisé
si I’animal est toujours vivant. Le traitement instauré est décliné dans les différentes colonnes
« chimiothérapie » pour la chimiothérapie MTD ou métronomique, « métabolique» pour les
molécules ciblant le métabolisme utilisées, et « Al » pour ’emploi d’anti-inflammatoires. La
chronologie de I’instauration de la TM par rapport aux thérapies antérieures et a une éventuelle
rémission est précisée, dans la mesure du possible, dans la premiere colonne. Les doses non
indiquées ne sont pas connues.

i Suivi clinique

Dans la majorité des cas, les animaux présentaient un examen clinique complet sans
anomalies, excepté le développement d’un syndrome de Claude Bernard Horner et une
dégradation de 1’état général pour le CT 3, 5 semaines aprés la mise en place de la TM. Un bon
état général est traduit par « BEG » dans le tableau 7.

Cliniquement, 1’évolution tumorale a été suivie par mesure de la tumeur lorsque cela
était possible, par exemple par palpation des noceuds lymphatiques dans les cas de lymphome.
Les résultats disponibles sont retrouveés dans le tableau 7.

il. Observation des effets secondaires

De maniere générale, le vétérinaire rapporte une tres bonne tolérance de la TM chez les
chats et les chiens. L’état général des animaux est diminué pour 2 animaux sur 18 (CT 3, CN
1). Le CN 1 a développé des épisodes d’ataxie et d’abattement 1 mois et demi aprés la mise en
place de la TM. Des effets secondaires gastro-intestinaux ont été relevés chez 6 animaux. Une
hospitalisation d’une nuit a été nécessaire pour I’un d’entre eux (CN 10).

iii. Perception des propriétaires

- Confort de vie a la maison : Concernant les chats, des informations sont disponibles
pour 3 chats sur les 4. Ces 3 animaux présentent un bon état genéral et un bon confort
de vie a la maison. Concernant les chiens, des informations sont disponibles pour les 14
animaux etudiés. 11/14 présentent un bon état genéral et un bon confort de vie a la
maison.

- Effets indésirables : Concernant les chats, des épisodes de diarrhées, vomissement et
dysorexie sont rapportés pour le CT 2. Concernant les chiens, des épisodes de dysorexie
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et vomissements sont présents pour 4 chiens, des épisodes de diarrhées chez 2 chiens. 2
animaux apparaissent abattus (dont 1 uniquement par épisodes).

- Satisfaction des propriétaires : Ils sont satisfaits du traitement mis en place et
rapportent une bonne tolérance au traitement. Aucune plainte ou insatisfaction n’a été
rapportee.

iv. Synthése

La comparaison des différents animaux permet de conclure que les animaux présentent
globalement une bonne tolérance au traitement, avec un bon confort de vie. Les propriétaires
sont satisfaits. Les effets secondaires principaux sont d’ordre gastro-intestinal (diarrhée,
vomissement, dysorexie) et surviennent dans un tiers des cas (6 animaux/18). Un traitement
symptomatique permet de limiter diarrhées et vomissements. Le passage a une ration ménagére
permet de stimuler I’appétit de I’animal.
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Tableau 7 : Traitements mis en place et suivi clinique
//ITM : chimiothérapie réalisée le méme jour que le début de la thérapie métabolique - Sx post TM : chimio réalisée x semaines aprés le début de la thérapie métabolique

Instauration Survie
thérapie Traitements en association Evolution clinique, observation des effets Perception du globale
métabolique secondaires, imagerie médicale propriétaire (semaines)
(TM)
Meétabolique Chimiothérapie Al Totale | T™
Tumeurs solides
3 semaines apres ALA 37,5 mg/kg BID Lomustine Prednisolone BEG BEG 17 12,5
la splénectomie DCA 20 mg/kg BID 4 mg/kg S6 post TM ™ Episodes d’abattement et d’ataxie S6 post TM Episodes
CN HCA 20 mg/kg TID Scanner de contrdle S6 post TM : nombre de | d’abattement et
1 meétastases hépatiques plus important d’ataxie
3 semaines aprés | MET — ALA — HCA — Carboplatine Non BEG BEG >183 | >180
CN/| la 1% séance de LSP 300 mg/m2// TM, S4
4 carboplatine post TM, S8 post TM
5 mois apreés les SPU Chloraminophéne Piroxicam Suivi vétérinaire traitant Abattu 76 56
CN premiers 0,15 mg/kg SID 0.3 mg/kg //TM | Scanner de contréle S8 post TM : Iésion stable
5 symptomes
4 mois apres ALA 20 mg/kg TID Non Non BEG, bonne tolérance BEG 50 50
diagnostic et HCA 20 mg/kg TID Echographie abdominale de contrdle S6 post
CN chirurgie MET 20 mg/kg BID TM : disparition des métastases hépatiques
8 OMP 1 mg/kg (cytoponctions non diagnostiques)
2¢me sgance de MET — ALA - HCA Doxorubicine Non Diarrhée importante aprés changement Dysorexie 77 65
CgN chimiothérapie 30 mg/m? /4 |\T/|M’ S4 post alimentaire
15 jours aprés MET 15 mg/kg BID Carboplatine Piroxicam BEG Episodesde | >90 | >88
chirurgie et ALA 10 mg/kg BID 300 mg/m? // TM, S4 0,3 mg/kg Diarrhées et vomissements apres séance de diarrhées
diagnostic HCA 30 mg/kg BID DO)E’S?LL’;’(':ine chimiothérapie (doxorubicine S2 post TM) — | (lorsque fortes
SPU 30 mg/me S2, 10 post hospitalisation nécessaire doses de LSP)
™
CN Chlorambucil
10 6 mg/m2/j S12 post TM
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1 mois apres la SPU Chloraminophéne Piroxicam BEG, alerte, pas de boiterie BEG 35 31
chirurgie ~ 6 mg/m?j 0,3 mg/kg Scanner de contréle S12 post TM : récidive Apparition
S;Lq’;?nz’gtsel:??j’;ii”a’:ic Apparition d’une boiterie 820 post TM d’épisodes de
Etoposide Scanner.de controle S28 posg ™ : vomissements
50 mg/m?/j S16 post TM augmentation du nombre de metastases Iors_dg la
CN pulmonaires + Métastase chambre postérieure récidive
11 globe oculaire droit
10 mois apres ALA 40 mg/kg SID Non Prednisolone BEG avec épisodes de dysorexie et BEG avec 48 8
chirurgie DCA 14 mg/kg BID 0,7 mg/kg tous vomissements épisodes de
CN HCA 14 mg/kg TID les 3 jours dysorexie et
12 OMP 1 mg/kg SID vomissements
6 semaines apres ALA 10 mg/kg BID Carboplatine Meloxicam BEG BEG 66 46
I’exérése DCA 10 mg/kg BID 300 mg/m? S3, S7, S12, 1 épisode de prostatite S24 post TM
chirurgicale, 20 HCA 13mgkgTiD | S17,S20, 524, 528, 532 Scanner de contrdle S16 post TM : apparition
. \ post TM p .
semaines apres la MET 16 mg/kg de métastases pulmonaires
pere a la place du DCA (8 mois Scanner de contrdle S32 post TM :
CN| chimiothérapie post TM) progression du nombre de métastases
13 CIT 330 mg/kg TID pulmonaires
5 mois apres le DCA 20 mg/kg BID Non Meloxicam BEG BEG 170 150
diagnostic HCA 20 mg/kg BID (commence 5 Régression tumorale partielle S20 post TM
cT (un an aprés le DCA seul) mois avant, (diminution de plus de 50% du volume
poursulivi avec - P
1 ™) tumoral) puis stabilité pendant 2 ans
Pas de traitement DCA 10 mg/kg BID Carboplatine Meloxicam Développement d’un syndrome de Claude 7 7
CT antérieur HCA 20 mg/kg BID 10 mg/kg toutes les 4 | 0,1 mg/kg SID // Bernard Horner et dégradation de 1’état
3 semaines ™ général (abattement, apathie)
Pas de traitement DCA 15 mg/kg BID Masitinib Non BEG BEG 45 45
antérieur, 2 mois HCA 15 mg/kg BID 10 mg/kg trois fois par Tumeur stable (mesures réguliéres) pendant 2
o | post diagnostic semaine S8 post TM mois sous TM puis progression
apres progression
4 tumorale
Hémopathies malignes
7 mois apres le ALA 20 mg/kg BID Chloraminophene | Prednisolone BEG - Généralisation lymphome, a la BEG 84 53
début du L- HCA 20 mg/kg BID 6 mg/m?/j 0,6 mg/kg un palpation (S28 post TM)
CN CHOP, pas de MET 20 mg/kg SID (4 mois apres le début de | jour sur deux
2 ' la TM)
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(poursuivie apres

Echographie abdominale de controle S28 post

rémission OMP 1 mg/kg SID
obtenue L-CHOP) TM : Généralisation lymphome
Aprés 2 ans de ALA 9 mg/kg TID Vinblastine // T™M Non BEG - Rémission aprés I’initiation du BEG >208 | >120
rémission HCA 10 mg/kg BID Lomustine traitement
obtenue avec le MET 27 mg/kg BID S3 post TM
L-CHOP LSP 1 mg/kg SID et 4 Procarbazine
CN mg/kg 3 jours avant S3 post TM
3 chimiothérapie
10 jours apres la MET 13,5 mg/kg Vincristine Prednisolone BEG BEG 28 27
premiere ALA - HCA 0,75 mg/m? // TM puis 0,5 mg/kg Rémission compléte a S3 post TM
injection de L- s1, 82, i‘égf%\flz' S24 jusqu’i‘l\a“ post Rechute S20 post TM
Asparaginase Cyclophosphamide
250 mg/m2 /[ TM, S4,
S8, S12 post TM
Lomustine
CN 80 mg/m2 S6, S16, S24
6 post TM
Rémission ALA 25 mg/kg SID Non Non BEG BEG, bonne 36 12
clinique DCA 10 mg/kg BID Poursuite de la rémission clinique complete | tolérance pas de
compléte apres HCA 10 mg/kg TID Rechute S10 post TM diarrhée ni
1% séance L- vomissements
CHOP, TM S3
CN | aprés la derniere
7 | chimiothérapie
8 mois post MET 20 mg/kg BID Vincristine Non BEG et dysorexie BEG et 52 18
diagnostic, en ALA 10 mg/kg BID 0,7 mg/m?// TM, S2, S6 Poursuite de la rémission clinique compléte dysorexie
rémission HCA 10 mg/kg BID postTM
clinique Cyclophosphamide
compléte, lors de S2 post TM
ome k. Lomustine
cN| la 9 _seance _de 60 mg/m2 // TM, S6 post
14 | chimiothérapie ™
1 an et demi DCA 13 mg/kg BID Chloraminophéne | Prednisolone BEG BEG 165 93
apres le S2 post T™M 0,5 mg/kg tous | Echographie abdominale de contréle S28 post | Episodes de
diagnostic les d/‘j“XJours TM : rémission tumorale apparente diarrhées,
CT ™ vomissement,
2 dysorexie
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3. Examens paracliniques suite a 1’instauration du traitement métabolique

i Imagerie médicale

Le suivi de la progression tumorale (tumeur primaire ou métastases) par imagerie
(radiographie, échographie, scanner) a été réalisé de maniere non systématique (4 animaux ont
eu des scanners de contrble, 3 des échographies de contrdle). Le suivi est présenté dans le
tableau 7 (colonne « Evolution clinique, observation des effets secondaires, imagerie
médicale »).

ii.  Bilans sanguins

Le suivi des numérations et formules sanguines et des analyses biochimiques de base a
quant a lui été réalisé de maniére beaucoup plus réguliere. Le tableau suivant (tableau 8)
présente 10 chiens et 3 chats dont le suivi a été régulier. Certains animaux ont été suivis chez
leur vétérinaire traitant et les résultats n’ont pas toujours pu étre récupérés.

Seules les anomalies sont reportées dans le tableau suivant (les valeurs usuelles peuvent
étre retrouvées en annexe 4). Lorsqu’elles sont disponibles, les valeurs des parameétres
biochimiques et de numération formule du jour de I’instauration de la TM sont reportées (S0).
Les différents contréles (a 2 semaines S2, 4 semaines S4...) sont présentés. L’absence
d’anomalie dans les valeurs est représentée par « RAS ». Les cases grisées sont celles ou les
données ne sont pas disponibles.
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Tableau 8 : Suivi des numérations et formules sanguines et des examens biochimiques.
Seules les anomalies sont reportées. RAS = pas d’anomalies ; Hb = Hémoglobine ; Ht = Hématocrite ; BUN = Blood Urea Nitrogen ; ALAT = AlanineAminoTransférase ;

PAL = Phosphatase Alcaline ; Créa = Créatinine

SO S2 S4 S6 S8 S12 S16 S24
CN1 BUN =0,35g/L Hb = 8,6 g/dL
ALAT =675 U/L Ht=25,1%
ALAT =675 U/L
PAL =974 U/L
CN4 | Urée=0,63¢g/L Urée = 0,6 g/L Urée =0,9 g/L
ALAT =155 U/L ALAT =159 U/L ALAT =220
U/L
CN5 | ALAT =279 U/L RAS RAS RAS & S10
PAL =248 U/L
CN 6 Ht =33,9 % ALAT =233 U/L RAS RAS Lymphopénie RAS Lymphopénie RAS
Hb = 11,7 g/dL PAL =526 U/L (0,37 x10M9/L) (0,29 x10M9/L)
Neutrophilie avec leucopénie avec leucopénie
(20,71 x10M9/L) (4,86 x10M9/L) (4,08 x10M9/L)
avec leucocytose associée associée
(23,52 x1019/L)
associée
ALAT =671 U/L
PAL =771 U/L
CN9 Ht = 33,2% Ht = 29,8% Ht = 32,1%
Hb = 11,8 g/dL Hb = 11,0 g/dL Hb = 11,3 g/dL
ALAT =223 U/L ALAT =210 U/L
CN RAS RAS RAS Ht =33,5% Ht=31,4% Ht =349 %
10 Hb = 12,3 g/dL Hb = 11,2 g/dL Hb = 13,0 g/dL
Neutropénie ALAT =134 U/L
(2,08 x10M9/L)
avec leucopénie
(4,16 x10M9/L)
associée
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ALAT =183

U/L
CN RAS RAS RAS RAS RAS RAS a S16 et RAS a S24 et S28
11 S20
CN PAL =482 U/L PAL =301 U/L
12 Neutrophilie (23,5 Neutrophilie
x1079/L) et (21,8 x10M9/L)
monocytose (3 avec leucocytose
x1079/L) (21,83 x10M9/L)
avec leucocytose associée
(28,98 x1019/L)
associée
CN RAS RAS RAS
13 S40 : Neutrophilie
(17,08 x10M9/L)
avec leucocytose
(21,44 x10M9/L)
associée
CN Hb = 13,0 g/dL Hb=12,6g/dL | Créa=18,5mg/L RAS a S10
14 Créa=19,6 mg/L | ALAT =262 U/L
ALAT =505 U/L
CT1 Neutropénie Neutropénie RAS
1,84 x10"9/L sans 1,31 x10"9/L sans
leucopénie leucopénie
associée associée
CT2 | BUN=0,48¢/L BUN =0,42 g/L BUN =0,4 g/L BUN =0,42 g/L BUN =0,38 g/L RAS a S24, S28,
S32
CT4 | Créa=31mg/L Créa =29 mg/L Créa =29 mg/L Créa=33mg/L | Créa=36mg/L | Créa=37 mg/L Créa =34 mg/L
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En comparant les différences des examens biochimiques et de la numeération formule sanguine
entre le contréle sanguin a SO et les contrdles suivants, il ressort que :

Aucun bilan sanguin n’a été effectué a SO chez le CN 1, ce qui rend la comparaison avec
les contrdles impossible. Néanmoins, on peut penser que les ALAT augmentées a S6
sont dues au syndrome de Cushing diagnostiqué chez ce patient. Les parameétres
hépatiques (PAL, ALAT) extrémement augmentés peu avant I’euthanasie de I’animal
peuvent étre mis en relation avec les nombreuses métastases hépatiques visualisées au
scanner. L’anémie concomitante est le plus probablement due a I’évolution de la tumeur
et non a la TM qui n’avait pas été modifiée depuis SO.

L’augmentation des paramétres hépatiques (ALAT) du CN 4 est déja presente a SO et
ne semble donc pas en lien avec la TM. La modification de ce paramétre n’étant pas
retrouvée chez les autres animaux, on peut penser qu’il s’agit d’une évolution propre a
I’animal, sans lien avec la thérapie instaurée.

Les modifications a SO du CN 5 ne se retrouvent pas aux contréles a S4 et S8.

Les valeurs des parametres hépatiques du CN 6 se stabilisent a ’arrét de la
corticothérapie. Les épisodes de lymphopénie se retrouvent par vagues apres certaines
séances de chimiothérapie.

Le CN 9 présente des modifications similaires a SO et aux contrdles suivants. Qu’ils
soient dus a I’évolution de la maladie de ’animal ou a la chimiothérapie instaurée, elles
n’ont en tout cas pas évolué lors de la mise en place de la TM.

L’anémie modérée du CN 10 a partir du contréle a S8 peut s’expliquer par la
chimiothérapie comme par la TM ou I’évolution de la maladie. Elle tend a s’améliorer
au contrdle a S16 alors que la TM a été maintenue. L’épisode de neutropénie a S8 est
résolu au contrdle a S10 sans modification de la TM.

Les bilans sanguins du CN 11 ne présentent pas d’anomalies.

L’absence de bilan sanguin avant le début du traitement du CN 12 ne permet pas
d’interpréter la leucocytose.

L’¢épisode de neutrophilie du CN 13 est associé a un debut de nécrose de la tumeur
accompagné d’une infection. Il ne semble donc pas en lien avec la TM, maintenue
pendant 40 semaines auparavant. Le DCA a été remplacé par la MET en fin de
traitement car il semblait fatiguer 1’animal d’aprés la propriétaire. Aucun bilan sanguin
n’est disponible aprés ce changement.

Les modifications observées chez le CN 14 ne sont pas reliées a une atteinte de 1’état
général de ’animal et les parametres sanguins se normalisent a S10.

Pour le CT 1, les épisodes de neutropénie a S4 et S12 ne sont pas associés a des
répercussions sur 1’état général de 1’animal. La valeur des leucocytes reste dans les
valeurs usuelles. 5 mois avant le début du traitement, une numération formule révélait
également une neutropénie a 2,23x1079/L, non expliquée. Ce parameétre se normalise a
S16 sans modification du protocole métabolique.

La mise en place du traitement chez les CT 2 et CT 4 n’est associée a aucune
modification des parameétres de biochimie ou de numération formule sanguine par
rapport a SO.

La comparaison des différents animaux permet de conclure que ceux-ci présentent

globalement une bonne tolérance au traitement, sans changement majeur des parametres
biochimiques et de la numération formule sanguine attribuables a la thérapie métabolique.
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C. Discussion

1. Les patients inclus dans 1’étude

Les patients inclus dans I’étude présentent une grande variété de tumeurs, rendant
difficile I’harmonisation des résultats (pour les tumeurs solides, il y a 12 tumeurs différentes
pour 12 patients). Les différences épidémiologiques (différentes espéces, différentes races)
ainsi que la variété des traitements antérieurs regus ajoutent a I’hétérogénéité des patients.

Concernant les hémopathies malignes, les lymphomes n’ont pas été caractérisés et
classés en sous-types. L’information la plus précise est celle de « lymphome B », mais de
nombreuses catégories peuvent étre déclinées (Ponce et al., 2010), influencant le pronostic et
les choix de traitement. 1l est donc difficile de comparer ces lymphomes entre eux, car ils ne
présentent pas le méme comportement selon leur sous-catégorie.

Les bilans d’extension ont parfois été effectués (scanner), mais certains sont incomplets
(pas de cytoponctions ou de ponction de moelle pour les hémopathies malignes, pas
d’investigation systématique du nceud lymphatique sentinelle pour les tumeurs solides) ou
inexistants (cas référés sans informations détaillées par exemple).

2. Les critéres de choix des molécules utilisées

Le contexte en médecine vétérinaire du préalable a 1’étude, réalisé dans la partie 2, 1.B,
reprend la littérature disponible aboutissant au choix des molécules utilisées par voie orale. Les
doses utilisées s’inspirent des résultats de la littérature. Néanmoins, les doses de DCA utilisées
dans cette étude préliminaire sont plus élevées chez le chien (10-20 mg/kg BID) que celles de
la littérature (suggestion de 5 mg/kg BID). Le DCA a été utilisé chez le chat (pas d’évidence
trouvée dans la littérature) entre 10 et 20 mg/kg et aucun effet secondaire n’a été observé pour
cette espéce.

Il n’y a pas eu de démarche systématique dans 1’établissement des protocoles
(différentes molécules selon les cas, en association ou non avec de la chimiothérapie), ce qui
rend impossible 1’évaluation de la tolérance ou de I’efficacité pour une molécule en particulier.
Le terme de therapie métabolique est donc généralement utilisé, sauf dans les cas ou 1I’impact
d’une molécule peut étre dégagé.

3. Latolérance des animaux a la thérapie métabolique

La tolérance est ici comprise comme la capacité de I'organisme a supporter, sans effet
secondaire génant, l'administration de la thérapie. L’étude descriptive réalisée permet de
conclure a une bonne tolérance des animaux concernant I’utilisation des molécules ciblant le
métabolisme de la cellule tumorale.
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Les propriétaires rapportent une bonne qualité de vie de I’animal, et les effets
indésirables d’ordre gastro-intestinal sont rapportés pour un tiers des cas. Un traitement
symptomatique permet de limiter diarrhées et vomissements. Si I’utilisation de la MET entraine
de I’anorexie lors de I’augmentation des doses (comme chez 1’humain), le passage a une ration
ménagere permettrait de stimuler 1’appétit de 1’animal. Cependant, un suivi des effets
secondaires plus précis, tels qu’effectué dans les études de Spugnini et al., permettrait de
préciser nos résultats et de mieux évaluer I’impact des molécules utilisées sur 1’état clinique de
I’animal. Une évaluation plus rigoureuse de la qualité de vie de I’animal doit étre réalisée pour
renforcer les résultats, d’autant plus que ce critére est bien souvent plus important que la survie
de I’animal en elle-méme.

Aucun changement majeur des parametres biochimiques et de la numération formule
sanguine n’est attribuable exclusivement a la thérapie métabolique. Différents protocoles ayant
été utilisés, en association ou non avec de la chimiothérapie, il est difficile d’attribuer les
quelques changements observés a une molécule en particulier.

i Tolérance sans chimiothérapie associée

Les CN 7 et CN 8 sont les seuls ayant regu uniquement une thérapie métabolique. Un
bon état général est rapporté pour ces animaux, sans effets indésirables. Aucun suivi d’analyses
biochimiques et de numération formule n’est disponible pour ces animaux.

Pour le CN 12, traité avec une thérapie métabolique (ALA/DCA/HCA/OMP) et de la
prednisolone, des épisodes de dysorexie et de vomissements sont rapportés. Les épisodes de
vomissements peuvent étre dus a 1’utilisation prolongée de prednisolone, mais la thérapie
métabolique peut également étre responsable de la dysorexie et des vomissements.

Le DCA a été utilisé chez le chat (CT 1) a 20 mg/kg sans chimiothérapie associée et
sans effets secondaires rapportés (pas de signes de neuropathie périphérique). La valeur des
neutrophiles, modifiée & S4 et S12, se normalise & S16 sans modification du protocole
métabolique. Il est difficile d’établir un lien entre les deux. Les autres animaux ne présentant
pas de modification similaire, on peut penser que cette neutropénie n’est pas en lien avec la
mise en place de la thérapie métabolique.

ii. Tolérance avec chimiothérapie associée

Les épisodes d’ataxie du CNI1 pourraient étre dus a une neuropathie périphérique
(Stacpoole et al., 2006) induite par un surdosage du DCA (20 mg/kg BID).

Les épisodes de diarrhée observés pour le CN 9 ont été expliqués par le changement
alimentaire (chien sujet aux troubles digestifs a chaque changement de croguettes).

Concernant les chats, des épisodes de diarrhées, vomissement et dysorexie sont
rapportés pour le CT 2. Il est difficile d’associer ces épisodes au DCA sachant que le CT 2
prenait également une chimiothérapie métronomique avec du chloraminophéne. Les autres
chats n’ont pas présenté d’effets secondaires particuliers.
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4. L’efficacité de la thérapie métabolique

L’efficacité d’une thérapie peut se décliner selon différents aspects. Si I’impact direct
sur le métabolisme des cellules tumorales est un critére intéressant, il ne traduit pas
nécessairement une efficacité clinique. L’évolution tumorale (régression tumorale, stabilité de
la maladie, progression tumorale), évaluée par la taille de la tumeur, et la survie globale (durée
entre le début du traitement et le décés ou la perte de vue du patient), sont deux critéres
permettant d’évaluer I’efficacité clinique d’une thérapie.

i. Une interprétation limitée

Cette étude descriptive n’a pas pour but de démontrer une efficacité en termes de
stabilit¢ de la maladie ou d’amélioration significative de la survie car de nombreuses données
sont manquantes et les cas collectés hétérogenes.

Tout d’abord, I'utilisation de différentes molécules selon les cas (thérapie métabolique
associée a de la chimiothérapie ou des anti-inflammatoires ou non) rend la comparaison entre
les animaux difficile. L’absence de groupe témoin limite encore 1’interprétation.

Ensuite, il n’y a pas de standardisation de la caractérisation des cas (pas de
standardisation du diagnostic ni du bilan d’extension). Par exemple, une analyse histologique
systématique permettant de définir le grade histologique, ainsi qu’un bilan d’extension complet
aboutissant au stade clinique, devraient étre réalisés. Le frein financier que cela représente pour
les propriétaires permet de comprendre pourquoi ces examens ne sont pas systématiquement
réalisés, mais ils sont indispensables a une analyse précise et une comparaison aux médianes
de survie historiques. Les médianes de survie des animaux étudiés recevant un traitement
conventionnel ne peuvent pas étre comparées aux médianes de survie historiques en raison de
cette absence de caractérisation précise. L’évaluation des autres paramétres permettant
d’évaluer I’efficacité d’un traitement (Disease Free Interval...) est également compromise.

Enfin, il est impossible de conclure a une efficacité réelle des protocoles en termes de
ralentissement de la croissance tumorale car cette derniére n’a pas été caractérisée précisément
pour tous les animaux. Cliniquement, 1’évolution tumorale a été suivie par mesure de la tumeur
lorsque cela était possible, par palpation des nceuds lymphatiques dans les cas de lymphome
par exemple (mesures non réalisées de maniere systématique). Des examens paracliniques ont
également été effectués, mais les examens n’étaient pas systématiques.

Voyons néanmoins quelles conclusions peuvent étre tirées des données disponibles.
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ii. L’évolution tumorale

e Sans chimiothérapie associée

De maniere intéressante, le CN 8, traité uniquement a base d’un protocole métabolique,
voit ses probables métastases hépatiques (cytologie non diagnostique mais aspect trés en faveur
a I’échographie) disparaitre apres 2 mois de traitement. Cela peut correspondre, en 1’absence
de diagnostic de certitude, a 1’évolution classique de nodules de régénération hépatique.
Cependant, dans le cas de métastases hépatiques, ce résultat encouragerait la poursuite des
recherches dans Iutilisation de la thérapie métabolique.

e Avec chimiothérapie associée

L’association du traitement métabolique a la chimiothérapie, sans contréle témoin, ne
permet pas de déterminer le bénéfice réel de la TM. C’est le cas, par exemple du CN 3, encore
en vie aujourd’hui. La rémission clinique du lymphome B de stade IV obtenue aprés la
chimiothérapie a la vinblastine a été entretenue par la poursuite du traitement, soit grace au
traitement métabolique, soit a la chimiothérapie, soit a I’association des deux.

iii. La survie globale

Pour les médianes connues et comparables aux médianes historiques en tenant compte
des limites exposées précédemment, certaines se démarquent de maniere intéressante. Prenons
tout d’abord I’exemple du CN 3, traité initialement pour un lymphome B de stade IV avec un
protocole de chimiothérapie L-CHOP. Une rémission compléte de 22 mois a été obtenue en 2
mois, puis a la rechute du lymphome, un protocole a base de vinblastine, lomustine, et
procarbazine a été mis en place en parallele a une thérapie métabolique (il y a aujourd’hui plus
de 30 mois). Les données publiées, suite a 1’établissement d’un « protocole d’échappement »,
donnent une médiane de durée de rémission de 60 a 129 jours selon les molécules ou protocoles
utilisés (Lenz et al., 2016). Dans le cas du CN 3, on est a plus de 6 fois cette duree.

Prenons ensuite I’exemple du CT 1, traité pour un carcinome épidermoide de la gencive
initialement avec du méloxicam et des doses croissantes de DCA. De ’HCA a été rajouté au
traitement un an aprés. Une survie de 160 semaines a été atteinte pour ce chat. Le carcinome
épidermoide présente un mauvais pronostic s’il n’est pas possible de le retirer en marges saines
(Withrow et al., 2013). L’étude de Hayes et al. s’intéresse aux traitements palliatifs pouvant
améliorer la survie dans le cas de carcinomes épidermoides non opérables (Hayes et al., 2007).
L’utilisation des anti-inflammatoires non stéroidiens améliore la survie (médiane de survie de
44 jours, un individu ayant atteint 773 jours) mais ne permet pas d’atteindre une survie de 160
semaines (1120 jours) comme dans le cas du CT 1.

Ces quelques exemples ne sont toutefois que des cas isolés pouvant faire 1’objet de
rémissions longues, exceptionnelles mais connues parfois également avec les traitements
standards.
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iv. L’impact sur le métabolisme de la cellule tumorale

L’impact des molécules utilisées sur le métabolisme des cellules tumorales n’a pas été
correctement évalué, principalement par manque de critéres d’évaluation disponibles. Il aurait
¢été intéressant d’ajouter au suivi de la numération formule sanguine et des parametres
biochimiques rénaux et hépatiques, un ionogramme complet. Un dosage de métabolites (lactate,
pyruvate...) et une mesure du pH dans des biopsies tumorales réguliéres permettrait d’évaluer
plus précisément I’impact du traitement sur le métabolisme cellulaire.

5. Conclusions

Les limites de cette étude préalable sont nombreuses (hétérogénéité des molécules
utilisées, traitements paralleles mis en place, diversité des cancers étudiés, absence de
standardisation du diagnostic et du bilan d’extension...) et ne permettent pas d’aboutir a une
conclusion d’efficacité de la TM. En revanche, cette premiére étude d’observation suggere la
possibilité d’utilisation de ces molécules en clinique vétérinaire. En effet, cette étude montre la
bonne tolérance des animaux vis-a-vis de la TM, ainsi que 1’excellent confort de vie lors de la
prise du traitement. La TM a été utilisée en relais apres un traitement cytotoxique de premiere
intention, soit en parallele (notamment dans le but de limiter les phénoménes de
chimiorésistance) soit en approche palliative pour les propriétaires qui le souhaitent.

Quelques cas intéressants ont été mis en évidence concernant la survie des animaux ou
la progression tumorale, encourageant la poursuite des recherches. Envisageons maintenant les
perspectives dans ce domaine, dans le but de proposer un protocole d’essai clinique rigoureux
permettant d’évaluer 1’efficacité de la TM sur la progression tumorale et la survie des animaux.
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I11. Perspectives

A. Introduction

Le but de cette partie est de proposer un mod¢le d’essai clinique respectant les bonnes
pratiques cliniques de design, de réalisation et d’analyse. Un essai clinique rigoureusement
meneé nécessite la réalisation de différentes phases :

- La phase 0 permet de valider la cible thérapeutique, d’étudier la pharmacodynamique
et pharmacocinétique des molécules et d’en sélectionner une idéale pour la suite.

- La phase | étudie la tolérance a court terme et permet d’établir une dose optimale de
traitement.

- Laphase Il évalue I’efficacité et I’activité de la molécule.

- Laphase Il évalue I’efficacité thérapeutique par rapport aux traitements de référence.
Une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) est délivrée a la suite de la phase 111 si
les résultats sont favorables.

- La phase 1V consiste en des études post AMM pour évaluer 1’efficacité en pratique
courante et apporter de nouvelles informations ou des suivis de pharmacovigilance.

Les objectifs plus précis des différentes phases ainsi que leur méthodologie sont
présentés en annexe 3.

L’¢état des lieux réalisé dans le préalable a I’étude (Partie 2, I.) montre que des données
de pharmacocinétique et pharmacodynamique existent pour la MET, le DCA, ’OMP, le CIT
(études de phase | et Il déja réalisée, cf. tableau 4). En revanche, ces données manquent pour
I’ALA et ’HCA (seuls des rapports de cas sont disponibles).

L’idéal serait de réaliser un essai clinique de phase 0 chez le chien afin de préciser les
différents mécanismes pharmacologiques et pharmacocinétiques (biodisponibilité chez
I’animal, distribution dans la tumeur). Si le rapport de cas (Partie 2, I1.) a permis de montrer la
tolérance a court terme des molécules utilisées, il ne peut en aucun cas étre assimilé a une phase
I d’essai clinique, car la réalisation d’une phase I compléte avec des doses croissantes est
nécessaire.

Néanmoins, il est possible d’envisager un essai clinique de phase Il réalisé avec les
informations dégagées de notre travail. Si des phases O et | rigoureuses sont évidemment
nécessaires, il est possible de gagner du temps en se posant la question de I’efficacité (phase 1)
de la thérapie métabolique aujourd’hui. C’est ce que nous proposons dans le protocole d’étude
suivant.
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B. Protocole d’étude

Il est nécessaire de respecter différents critéres dans la réalisation de cette étude afin de
limiter au maximum les différents biais inhérents aux essais cliniques (biais de sélection limité
par une bonne planification de I’étude, biais de mesure, biais de confusion, biais de suivi...).

Ce protocole a été inspir¢ des régles de conduite du site de 1’Agence Européenne pour
I’Evaluation des Produits Médicaux (European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products - VICH Topic GL9), ainsi que de la publication de I’OMS (Organization, World
Health, n°48, 1979).

1. Obijectifs

Le but de I’étude est d’évaluer D’efficacit¢ de la thérapie métabolique (TM) en
association avec un protocole de chimiothérapie conventionnelle sur la survie des animaux
cancereux.

2. Contacts — sites de 1’étude

Les personnes responsables de 1’essai clinique doivent étre mentionnées, notamment :

- L’investigateur : personne responsable de tous les aspects de la réalisation de 1’étude.

- Le sponsor : individu ou compagnie pouvant étre responsable de I’initiation et du
management et qui finance 1’étude clinique en cours.

- La personne moniteur : désignée par le sponsor pour monitorer et suivre les progres de
I’étude clinique. 11 vérifie que les bonnes pratiques cliniques sont appliquées. Il fait le
lien entre le sponsor et I’investigateur.

Les adresses des différentes universités et cliniques vétérinaires participant a I’étude
doivent étre mentionnées.

3. Justifications

Les données précliniques (partie 1) et cliniques (partie 2, I. et I1.) générales exposées
dans ce travail justifient I’intérét d’une évaluation rigoureuse de 1’efficacité de la TM en termes
de survie des animaux atteints de cancer.
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i Justification du choix des molécules

L’¢étude de la littérature ne permet pas d’orienter notre choix vers une molécule plutot
qu’une autre en médecine vétérinaire. Les molécules étudiées possédent en majorité un role de
sensibilisation a la chimiothérapie in vitro. Il n’existe pas de rationnel d’utilisation des
molécules en association.

Il faut donc prendre en compte d’autres critéres, comme par exemple :

- Les facilités d’approvisionnement, de reconditionnement ; il est plus facile de
s’approvisionner des molécules utilisées en médecine humaine en pharmacie. La pureté
des molécules provenant d’une commande sur internet est toujours a vérifier. Ce critére
sera donc notre critére de sélection majeur afin d’assurer la pureté des molécules.

- Le mécanisme d’action des molécules ; il peut étre intéressant de cibler différentes
voies du métabolisme (combiner des modes d’action différents) afin d’augmenter les
chances d’efficacité. La revue de Lee et al. (2015) suggere en effet que ’efficacité
thérapeutique maximale de la TM serait atteinte en associant un inhibiteur de la
glycolyse avec un inhibiteur de la respiration mitochondriale, et un inhibiteur des
transporteurs de protons (Lee et al., 2015). C’est ce que nous avons donc choisi.

- Labonne tolérance des animaux.

- Les facilités d’administration (par voie orale, BID au maximum pour une meilleure
observance des propriétaires, pas plus de trois molécules a associer).

D’apres ces criteres et le raisonnement résumé dans le tableau 9, nous choisissons
I’utilisation du CIT, de la MET, de ’OMP.
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Tableau 9 : Justification des molécules choisies

OMP MET HCA ALA DCA CIT
Facilités Pharmacie | Pharmacie | Commande | Commande | Commande sur | Pharmacie
d’approvisionn | humaine humaine | sur Internet sur Internet —a humaine
ement ou de Internet reconditionner
reconditionnem
ent
Littérature en Oui En cours Non Non Non Non
cancérologie
vétérinaire
Sensibilisation a Oui Oui Oui Oui Oui Non
la
chimiothérapie
in vitro
Association Avec CIT Avec Avec Avec Avec Avec OMP
dans la DCA ALA HCA MET
littérature
Tolérance Bonne Bonne Bonne Bonne Bonne a faible Bonne
dose
Mécanisme IPP Activation Inhibition Inhibition Inhibition Inhibition
d’action (régulation | AMPK + ACLY PDK PDK1 PFK
V-ATPase) | Inhibition
complexe |
OxPhos
Voie ciblée Acidificatio | AMPK- Formation acétyl-CoA Glycolyse
n mTOR
intracellulai OxPhos
re

Justification du choix du type de cancer étudie

Les modifications du métabolisme tumoral se retrouvant dans tous les types
histologiques de tumeur, la TM est en théorie utilisable sur tout type de tumeur. Pour notre
étude, les critéres de choix du cancer a étudier sont :

- Un mauvais pronostic pour observer un bénéfice réel ou non, ainsi que pour une rapidité
d’interprétation des résultats.

- Une durée de vie suffisante pour pouvoir observer un impact de la thérapie.

- Une frequence de la maladie suffisante pour avoir un nombre suffisant de cas.

- Un aspect comparatif avec un cancer existant chez 1’homme (intérét en recherche

comparée).

Les deux pistes retenues pour la suite de notre étude sont : I’ostéosarcome (OSA) et les
tumeurs mammaires (TMM) de grade I1I.
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iii. Justification du choix d’une chirurgie pré-étude ou non

L’exérése chirurgicale faisant partie du traitement standard en premicre intention des
deux types de cancers choisis, elle sera donc une condition nécessaire a I’inclusion dans 1’étude.

iv. Justification du choix de I’espéce étudiée

L’étude se déroulera chez le chien car il existe des standards de thérapie plus précis que
chez le chat. Le chien est de plus un modéle d’oncologie comparée trés intéressant (Paoloni et
Khanna, 2007), utilisé par exemple par le Consortium d’Essais Cliniques en Oncologie
Comparative (Comparative Oncology Trials Consortium (COTC)), qui regroupe 22 universités
nord américaines mettant en place des essais cliniques de recherche comparée (Gordon et al.,
2009).

Les études chez le chien nous permettent en effet de travailler sur des cancers spontanés
(avec un systéeme immunitaire en place) et sur une échelle de temps réduite (les cancers se
développent beaucoup plus rapidement que chez I’homme). Les chiens partagent notre
environnement quotidien et sont donc de bons modeles épidémiologiques, qui ont déja éeté
utilisés (Glickman et al., 2004). Différents paramétres sont facilement contrélables chez nos
animaux de compagnie, comme le régime alimentaire, le statut hormonal, le statut urbain ou
rural. De nombreux animaux de compagnie développent des cancers et les propriétaires sont de
plus en plus demandeurs de nouveaux traitements. Les cancers des chiens répondent également
a la chimiothérapie, se disséminent, et présentent des phénomenes de chimiorésistance et de
récidive comme chez ’homme. De nombreuses tumeurs sont comparables histologiquement
entre les deux espéces, comme par exemple le lymphome canin avec le lymphome non
Hodgkinien chez ’homme (Seelig et al., 2016). Des similarités génétiques tumorales sont
présentes et 1’étude comparative du génome du chien et de I’homme réalisé par le Consortium
de Génomique et d’Oncologie Comparative Canine (CCOGC) permettra de dégager de
nombreux modeéles précis (CCOGC « Home »).

4. Déroulé des événements

Il conviendra de fixer une date de début de la réalisation de 1’essai, une période
d’administration des molécules et une phase d’observation post administration.

5. Conception de 1’étude

L’¢étude idéale est une étude prospective randomisée en double aveugle (distribution
aléatoire des patients dans différents groupes. Ni le vétérinaire ni le propriétaire ne savent quelle
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thérapie recoit I’animal) et multicentrique. Les méthodes de randomisation (procédures a suivre
pour attribuer les animaux dans les différents groupes) et d’aveuglement (autres techniques de
réduction des biais dans ’accés au traitement) seront a préciser. Les différentes cliniques
vétérinaires participant a I’étude devront harmoniser leurs techniques et la collecte des résultats,
avec I’aide éventuelle des sponsors et des moniteurs.

Le but de I’étude étant d’évaluer 1’efficacité de la thérapie métabolique (TM) en
association avec la chimiothérapie sur la survie des animaux, il convient donc d’étudier trois
groupes :

- Groupe 1 : groupe contrdle recevant une chimiothérapie conventionnelle seule
- Groupe 2 : groupe recevant une chimiothérapie conventionnelle associée a la TM
- Groupe 3 : groupe recevant une chimiothérapie conventionnelle associée a un placebo

L’approbation du protocole de 1’étude par un comité d’éthique devra étre effectuée, avec le
consentement éclairé des propriétaires.

6. Sélection des animaux

i Prérequis pour rentrer dans ’étude

> Critéres d’inclusion

Les animaux sont des chiens de propriétaire, male ou femelle, stérilisés ou non, de tout
age, de toutes races. Les critéres d’inclusion suivants doivent étre remplis :

- Confirmation histologique de la tumeur maligne. Une relecture histologique des

biopsies par un pathologiste spécialiste est préférable pour confirmer le diagnostic et
uniformiser les résultats.
Nous avons proposé deux exemples de réflexion, 1’étude sera bien entendu réalisée
uniquement avec un type histologique de cancer. Tous les ostéosarcomes pourraient étre
étudiés. Concernant les tumeurs mammaires, seules celles de grade 111 remplissent nos
critéres de justification du choix de cancer. Cela concerne les tumeurs peu différenciées,
avec un haut grade de malignité (Pefa et al., 2013).

- Normalite des fonctions rénales et hépatiques.

- Absence d’anomalie cardiaque (par rapport a 1’utilisation de la doxorubicine).

- Absence de maladie systémique sous-jacente (diabéte, maladie de Cushing...).

- Compliance du propriétaire pour les contrdles réguliers.

- Espérance de vie de I’animal d’au moins 4 semaines.

- Criteres de performance inferieur ou égal a 3 selon les statuts de performance inspirés
par 1’Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG-ACRIN), adaptés pour 1’animal
(annexe 5).

- Pas de réalisation d’un traitement antérieur (notamment pas de prise d’anti-
inflammatoires, stéroidiens ou non stéroidiens).
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Planification de la chirurgie de retrait de la masse (standardisée, en marges saines) en
cours.
Minimum de traitements symptomatiques paralléles (réduction des biais).

Criteres d’exclusion : pas de chirurgie souhaitée, traitement antérieur, autre traitement
souhaité (radiothérapie par exemple).

Critéres de retrait de 1’étude post-inclusion : a tout moment le propriétaire de I’animal

pourra décider de quitter 1’étude, utilisation de tout autre traitement anticancéreux
utilisation d’anti-inflammatoires si ces derniers ne font pas partie du traitement standard.

ii. Informations et examens nécessaires

Pour chaque patient, les informations suivantes sont nécessaires. Certaines sont des

facteurs pronostiques éventuels qu’il pourra étre intéressant d’étudier lors de 1’analyse des
résultats.

Commémoratifs (le statut physiologique est a préciser, ainsi que la note d’état corporel
(NEC), entre 1 et 9, détaillée en annexe 6, ainsi que le poids) et anamnese compléte.
Dans I’hypothése de travail sur des tumeurs mammaires, la prise de contraceptifs
hormonaux dans la vie de la chienne est a préciser.
Examen physique
Mesure de la taille de la tumeur (& standardiser) et localisation précise de la masse
primaire
Bilan de I’état général et bilan d’extension complet
» numération et formule sanguines
profil biochimique
ionogramme
radiographies thoraciques (3 vues)
échographie abdominale
Ou scanner corps entier
» cytoponction du/des nceud(s) lympathique(s) sentinelle(s)
Traitements en cours

YV VYV VYV

7. Hospitalisation des animaux

L’hospitalisation des animaux est nécessaire pour le suivi post-opératoire, pendant 24

heures pour la gestion de la douleur (2 I’aide de dérivés morphiniques et pas d’anti-
inflammatoires), dans un chenil homologué (espace par animal suffisant, ventilation
adéquate...). Le retour a la maison est ensuite possible. L’hospitalisation sera a nouveau
nécessaire pour la réalisation des chimiothérapies, selon la réglementation en vigueur.
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8. Rations

Une ration homogene pour tous les animaux est nécessaire. L’utilisation d’une ration
adaptée a I’animal cancéreux est idéale (teneur faible en glucides), comme par exemple la ration
n/d de chez Hill’s. Néanmoins, ces rations sont plus onéreuses que des rations physiologiques
classiques. Quel que soit le type de ration choisi pour tous les animaux de 1’étude, la ration est
a adapter a la note d’état corporel de 1’animal et il faudra peser les rations afin d’évaluer la
quantité ingérée. Cela permettra de réaliser une analyse nutritionnelle par la suite. Les a-cotés
sont a proscrire. Si ceux-ci sont utilisés pour stimuler I’appétit de I’animal, cela devra étre
précisé dans les résultats. La mise a disposition d’eau doit étre illimitée.

9. Traitement administré

i La chimiothérapie

Les molécules de chimiothérapie sont choisies selon le standard de référence. La
chimiothérapie est a administrer avec les précautions nécessaires. Les consignes de gestion des
excrétats doivent étre expliquées aux propriétaires afin de limiter I’exposition de ces derniers.

Par exemple, dans le cas de 1’ostéosarcome, un protocole a base de doxorubicine (30
mg/m2) toutes les 2 semaines pour 5 cycles est recommandé (Moore et al., 2007), en effectuant
les 2 premiéres séances avant la chirurgie.

Dans le cas d’une tumeur mammaire de haut grade, deux protocoles sont recommandés
par les experts. Le premier est un protocole a base de doxorubicine (30 mg/m?) toutes les 3
semaines pour 5 cycles, a commencer 2 semaines aprés la chirurgie (Simon et al., 2006). Le
second est un protocole a base de carboplatine (300 mg/m2) toutes les 3 semaines pour 3 cycles
suivi d’une thérapie a base d’anti COX-2 (5 mg/kg) pendant 6 mois (Lavalle et al., 2012). Il
conviendra d’en choisir un des deux.

ii. La thérapie métabolique

La thérapie métabolique sera constituée de I’association des molécules sélectionnées
précédemment, administrees de la maniere suivante :

CIT 700 mg/kg BID : pour un chien de 20 kg, il faut donner 3,5 sachets de FONCITRIL
4000 ND le matin et le soir.

+ MET 10 mg/kg BID : pour un chien de 20 kg, il faut donner 1/5 de sachet de
GLUCOPHAGE 1000 ND matin et soir.

+ OMP 5 mg/kg SID le jour de 1’administration de la chimiothérapie et les 2 jours
suivant, puis 1 mg/kg SID : pour un chien de 20 kg, il faut donner 5 gélules de
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MOPRAL 20 ND le jour de la chimiothérapie et les 2 jours suivant, puis 1 gélule par
jour le reste du temps.

L’administration se fait par voie orale, a la maison, deux fois par jour, tous les jours
jusqu’au déces de I’animal. Le degré d’exposition pour les propriétaires n’est pas dangereux,
les molécules n’ont pas d’action sur I’ADN et pas de toxicité démontrée a court terme.

Pour la bonne réalisation de 1’étude, les molécules doivent étre reconditionnées
ensemble afin de respecter I’aveuglement des propriétaires et des vétérinaires. Un planning
papier a compléter pour vérifier I’observance peut étre distribué.

iii. Planning des controles

Les contréles doivent étre calqués sur les contrbles requis par le planning
d’administration de la chimiothérapie. Au cours de ces contrdles, la grille de toxicité disponible
en annexe 7 sera a remplir.

Par la suite, on peut proposer des bilans sanguins toutes les 4 semaines (remplissage de
la grille de toxicité en annexe 7) et des bilans d’imagerie tous les 3 mois.

10. Evaluation de ’efficacité

Comme développé dans la discussion de la partie précédente (Partie 2, II. C), I’efficacité
d’une thérapie peut se décliner selon différents aspects (I’impact direct sur le métabolisme des
cellules tumorales, le développement tumoral évalué par la taille de la tumeur, et la survie
globale). L’influence du traitement sur la maladie se traduit également par son impact sur la
qualité de vie.

L’¢étude de I’'impact direct sur le métabolisme tumoral ne traduit pas nécessairement une
efficacité clinique. Il ne sera donc pas proposé dans cette étude, mais détaillé dans la partie
suivante (Partie 2, I11. C), avec la proposition de différents marqueurs tumoraux a évaluer.

I. Développement tumoral

I faut idéalement travailler avec une tumeur qui puisse étre mesurée afin d’évaluer la
réponse clinique avec des mesures objectives (cliniquement ou par I’imagerie), toutes les quatre
semaines (Therasse et al., 2000). De maniére théorique, deux types de lésions sont definies : les
Iesions mesurables (Iésions dont le plus grand axe est au minimum de 20 mm) et les lésions non
mesurables (lésions inférieures a 10 mm ou les Iésions dont les limites sont difficiles a définir).
Differents critéres peuvent ensuite étre utilisés pour évaluer la réponse des tumeurs solides
(criteres RECIST = critéres d’évaluation de la réponse des tumeurs solides).
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- La réponse compléte (CR) : disparition de toutes les Iésions cibles, confirmée par un
nouvel examen réalisé a quatre semaines.

- La réponse partielle (PR) : diminution d'au moins 30 % de la somme des plus grands
diamétres de chaque lésion cible, en prenant pour référence la somme initiale des plus
grands diametres, confirmée par un nouvel examen réalisé a quatre semaines

- Laprogression tumorale (PD) : augmentation d'au moins 20 % de la somme des plus
grands diameétres de chaque Iésion cible, en prenant pour référence la plus petite somme
des plus grands diamétres, rapportée depuis le début du traitement, ou apparition de une
ou de plusieurs nouvelles lésions

- Lastabilité tumorale (SD) : diminution tumorale insuffisante pour définir une réponse
partielle et/ou augmentation tumorale inférieure a celle nécessaire pour définir une
progression tumorale, en prenant pour référence la plus petite somme des plus grands
diametres depuis le début du traitement.

Pour nos exemples, l'utilisation de ce systetme pour évaluer objectivement le
développement tumoral n’est pas possible comme nous travaillons aprés excision chirurgicale.
La réalisation d’examens d’imagerie permettra de suivre le développement d’éventuelles
métastases qui, elles, sont mesurables. La réalisation d’examens cliniques réguliers permettra
d’objectiver une éventuelle récidive sur le site chirurgical, signe sans équivoque de
développement tumoral. Le Disease Free Intervall (intervalle de temps entre la chirurgie et la
récurrence) permet d’objectiver cette récidive.

il. Survie

L’influence du traitement sur la maladie comprend également 1’¢valuation de la survie
de I’animal, qui apporte un bénéfice thérapeutique plus concret que I’évolution tumorale.

- La survie globale (OS — Overall Survival) est le critére de référence. C’est la durée
entre le début du traitement et le décés ou la perte de vue du patient. La survie
spécifigue est la survie globale amputée des décés non liés a la maladie cancéreuse.

- La survie sans récidive (DFS - Disease Free Survival) est calculée a partir de
I'obtention d'une rémission compléte.

- Lasurvie sans progression (PFS - Progression Free Survival) est I’intervalle de temps
entre la date de randomisation et la date de premiere progression ou le déces, quelle que
soit sa cause.

- Le temps jusqu’a progression (TTP)est I’intervalle de temps entre la date de
randomisation et la date de premiére progression. Les patients décédés sans progression
sont censures a la date de décés.

Concernant ces durées de survie, le biais représenté par 1’euthanasie (décision du
propriétaire, influence du vétérinaire) est a prendre en compte. En médecine vétérinaire, le
traitement est souvent considéré comme une approche palliative et la qualité de vie prime bien
souvent sur la durée de survie.
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iii. Qualité de vie

La qualité de vie est essentielle chez les animaux de compagnie et est considérée comme
le critére a prendre en compte dans la décision d’arrét du traitement ou d’euthanasie.

Le role du vetérinaire est alors de controler les signes cliniques, d’évaluer le temps de
progression tumorale symptomatique, d’estimer la douleur, 1’inconfort et la vitalité de I’animal.
L’utilisation de dérivés morphiniques dans la prise en charge de la douleur est a encourager et
a mentionner dans les résultats. D’autres parametres tels que la prise de nourriture, le poids, la
NEC sont a prendre en compte. Certains parameétres sont subjectifs et ne doivent pas étre
considérés suffisants pour démontrer le bénéfice d’un traitement. Cela souligne aussi
I’importance de réaliser I’étude en double aveugle. L’utilisation d’une grille d’évaluation de la
qualité de vie permet une évaluation statistique correcte, et d’étre exhaustif lors des contrbles
clinigues.

Deux grilles peuvent étre utilisées en association :

- Une grille permettant au clinicien d’évaluer la toxicité du traitement (annexe 7)
- Une grille a remplir par le propriétaire permettant d’évaluer les effets secondaires et la
qualité de vie (annexe 8)

11. Statistiques

La réalisation d’un test statistique est essentielle afin de calculer la probabilité (p) que
I’on aurait d’observer un résultat s’il n’y avait pas de différence entre les deux groupes. Une
différence sera alors statistiquement significative seulement si la valeur de p donnée par le test
est inférieure au seuil de 5%.

i. Estimation du nombre d’animaux nécessaires (puissance de I’étude)

L’estimation a été réalisée a I’aide d’un test bilatéral disponible dans le polycopié
d’interprétation des essais cliniques pour la pratique médicale (Cucherat, 2013).

Pour I’exemple de I’ostéosarcome, en faisant I'hypothese d'une fréquence de
I'évenement « déces a 1 an » de 50% sans TM (Berg et al., 1995) et de 45% avec TM, il est
nécessaire d'inclure 4184 patients (pour une puissance de 90% et un risque alpha de 5%) dans
I’étude.

Pour I’exemple des tumeurs mammaires de grade III, en faisant I'hypothése d'une
fréquence de I'évenement « déces a 2 ans » de 59% (Pefia et al., 2013) sans TM et de 50% avec
TM, il est nécessaire d'inclure 1276 patients (pour une puissance de 90% et un risque alpha de
5%) dans 1’étude.

Néanmoins, le critere de la réduction relative du risque aléatoire est arbitraire (la
fréquence de I’événement avec TM n’est pas connue), et il n’existe aujourd’hui pas de données
pour le déterminer.

134



Nous pouvons alors raisonner par 1’absurde en partant du fait que les études vétérinaires
réalisées aujourd’hui en Europe comprennent environ 200 animaux. Pour les mémes fréquences
d’éveénements, 1’étude sera alors suffisamment puissante uniquement si :

v' La fréquence de I’événement « décés a 1 an » pour le traitement de I’'OSA avec
TM est de 28% (196 patients).

v La fréquence de 1I’événement « décés a 2 ans » pour le traitement de la TMM
avec TM est de 37% (206 patients).

Cela semble peu probable. Le grand nombre d’animaux nécessaires pour démontrer une
réduction relative du risque aléatoire faible souligne I’intérét de proposer cette étude dans toutes
les cliniques vétérinaires qui le souhaitent (étude multicentrique), comme sur le modeéle de ce
qui est réalisé aujourd’hui par le COTC (cf. Partie II, I1L. B. iv.).

De plus, les évenements choisis pour raisonner concernent la survie. Or, il pourrait étre
intéressant de raisonner par exemple avec un évenement « qualité de vie améliorée : passage
d’une moyenne de qualité de vie de 3 a 2 ». Les notes de qualité de vie peuvent étre attribuées
a I’aide de la grille disponible en annexe 8.

ii. Analyse des résultats

Les courbes de survie pourront étre réalisées avec la méthode de Kaplan Meier, et le test
du log-rank permettra de comparer les 3 courbes de survie en prenant en compte toute
I’information sur I’ensemble du suivi sans nécessité de faire des hypotheses sur la distribution
des temps de survie (test non paramétrique). Il consiste a comparer le nombre d’événements
observés au nombre d’événements attendus sous 1’hypothése nulle d’égalité de fonctions de
survie des groupes. La statistique de test suit sous cette hypothése approximativement une
distribution du Chi2 a 2 degrés de liberté.

12. Procédures pour enregqistrer et analyser les données

I1 est nécessaire d’harmoniser 1’enregistrement des données entre les différents centres,
avec un logiciel spécifique.

13. Effets secondaires

La fréquence des contrdles doit étre suffisante pour observer les effets secondaires. C’est
le cas avec I'utilisation d’un protocole de chimiothérapie qui nécessite des contrdles réguliers.
Les actions appropriées pour limiter les effets secondaires doivent étre définies. Il peut s’agir,
par exemple, de I’administration préventive d’antiémétiques ou de protecteurs intestinaux. Les
effets secondaires doivent étre enregistrés selon les recommandations en vigueur de I’Agence
Européenne des Médicaments (EMA) ou du Groupe d’Oncologie Vétérinaire Comparée
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(VCOG, modele disponible en annexe 7), et les procédures spécifiques adoptées précisées
(quels types d’antiémétiques a partir de quel grade de vomissements, etc.).

La toxicité cumulative a long terme pourra ensuite étre évaluée a I’issu de 1’étude.

14. Suppléments

Les suppléments consistent en des informations a communiquer aux propriétaires, ou
des instructions pour le personnel dans I’étude (sécurité d’administration des molécules de
chimiothérapie...).

15. Changements dans le protocole

Des instructions spécifiques sont a prévoir en cas de déviation ou de changements de
protocoles (exclusion de I’étude). Les effets a obtenir pour le groupe 2 doivent étre au moins
aussi bons que le groupe 1, les analyses de résultats préliminaires n’allant pas de ce sens
pourraient conduire a 1’arrét de 1’é¢tude.

16. Références

Les références littéraires pertinentes doivent étre communiquées dans le protocole
d’¢étude (disponibles dans la bibliographie de ce travail).

136



C. Autres angles d’études intéressants

Si I’étude proposée montre une efficacité de la TM en association avec la
chimiothérapie, les points suivants devront étre souleves.

1. Quel est I’impact réel de la TM sur le métabolisme tumoral ?

Les chiens atteints de cancer ne présentent pas systématiquement une hyperlactatémie
(Touret et al., 2010), donc le dosage des lactates sanguins ne pourra pas étre utilisé comme
moyen simple d’évaluer I’impact de la TM sur le métabolisme tumoral. Des limites similaires
sont observés avec le dosage de la LDH (Marconato et al., 2009). 1l faudra donc plutdt réaliser
des biopsies tumorales réguliéres (concept de médecine de précision, étude métabolomique) en
choisissant des marqueurs spécifiques. Par exemple, les marqueurs de prolifération (Ki67) et
d’apoptose (protéines PARP et Mcl-1) seraient intéressants a évaluer. La date d’échantillonnage
et le délai avant I’analyse devront étre précisés.

La concentration de I’IGF-1 (insulin-like growth factor 1) pourrait étre un marqueur
intéressant a suivre en paralléle de la thérapie métabolique. Une étude est actuellement en cours
sur des chiens traités pour un lymphome (thérapie conventionnelle) a 1’université de Tufts afin
de déterminer s’il y a une différence avec des chiens sains. Il faudra prendre en compte que le
format du chien influence le dosage de I’IGF-1 (Eigenmann et al., 1984).

Un suivi du développement tumoral avec la technique du PET-Scan permettra
¢galement de préciser I’'impact de la TM sur le métabolisme du glucose.

2. Sur guels mécanismes agit la TM en association avec la chimiothérapie ?

Est-ce une action propre sur des mécanismes différents ? Existe-t-il une synergie
éventuelle ? La TM permettrait-elle de diminuer par exemple la chimiorésistance ? En effet, les
phénomeénes de résistance a la chimiothérapie conventionnelle se retrouvent également en
médecine Vvétérinaire. Entres autres, des transporteurs cellulaires permettant I’efflux des
drogues de chimiothérapie hors des cellules cancéreuses devront étre étudies, comme la
glycoproteine P (codée par le gene MDR1), la BCRP (Breast cancer resistance protein) et la
LRP (Lung resistance protein).
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3. Quelle est ’efficacité de la TM...

i ... en association avec la radiothérapie ?

Les donneées in vitro, in vivo, ainsi que certains essais cliniques en médecine humaine
suggeérent également une efficacité de la TM en association avec la radiothérapie (cf. Tableau
3).

ii. ... en association avec une dose plus faible de chimiothérapie que les
doses de réferences ?

Cette étude aurait pour objectif de diminuer les effets secondaires de la chimiothérapie
conventionnelle (réduction des doses).

iii. ... utilisée seule ?

En effet, les propriétaires ne souhaitant pas réaliser de chimiothérapie ne peuvent pas
participer a I’étude proposée. Une étude de ce type ne pourra pas étre randomisée car le critére
de décision des propriétaires conditionnera I’attribution dans un groupe ou I’autre. Il apparait
en effet peu éthique de proposer un groupe ne recevant qu’un traitement placebo.

iv. ... en association avec la diéte cétogéne ?

L’intérét de la diete cétogene dans la prévention et la lutte contre le cancer sont
développés dans 1’ouvrage de Seyfried (2013). Les corps cétoniques (béta hydroxybutyrate et
acétoacétate) sont alors un carburant alternatif lorsque la glycémie est basse et sont incapables
de maintenir en vie une cellule tumorale en I’absence de glucose ou de glutamine. Une thérapie
qui diminue la concentration en glucose et éléve celle en corps cétoniques va affamer les
cellules tumorales glucose dépendantes tout en protégeant et nourrissant les autres cellules. Les
molécules exposées sont d’autant plus efficaces qu’elles sont associées a une diéte cétogene,
comme par exemple le 2-DG (Marsh et al., 2008).
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CONCLUSION

Les cellules tumorales présentent un métabolisme énergétique spécifique, propice au développement
de nouvelles perspectives thérapeutiques. Notre travail porte sur I’étude de ce métabolisme modifié
(reprogrammation métabolique), qui implique de nombreux enzymes (de la glycolyse, du cycle de Krebs, de
la glutaminolyse, du métabolisme du lactate...), transporteurs (GLUT...) et facteurs de transcription
(HIF...).

Ces acteurs trés divers du métabolisme spécifique des cellules tumorales sont des cibles
thérapeutiques intéressantes. Les différentes molécules de ciblage existantes montrent des résultats
prometteurs in vitro, lorsque utilisées seules ou en association, mais aussi parfois en association avec de la
chimiothérapie conventionnelle ou de la radiothérapie. Des résultats existent aussi sur des modéles in vivo,
avec pour certains traitements des limites pouvant étre expliquées par la coopération métabolique entre les
cellules cancéreuses (métabolisme glycolytique (consommation accrue de glucose et production d’acide

lactique, et ce méme en présence d’0,) versus métabolisme oxydatif (utilisation des phosphorylations
oxydatives)).

L application clinique est en plein essor en médecine humaine et encore a ses balbutiements en
médecine vétérinaire. Suite aux résultats des nombreux essais cliniques en médecine humaine, parfois
controversés selon les traitements et les doses utilisées, attention s’est portée sur des molécules aux
mécanismes d’action complémentaires (thérapie métabolique), présentant une efficacité seule ou en
association avec de la chimiothérapie, avec des effets secondaires réduits, disponibles facilement et
abordables financiérement.

Nous avons réalisé une étude de faisabilité a partir de 18 cas cliniques (14 chiens et 4 chats,
présentant différents types histologiques de tumeurs) traités au Centre Hospitalier Vétérinaire Saint-Martin
avec des molécules ciblant le métabolisme tumoral, utilisées seules ou en association avec de la
chimiothérapie ou des anti-inflammatoires. Le but de cette étude de faisabilité est d’évaluer la tolérance des
animaux a la thérapie métabolique. Cette analyse consiste en une premiére étude d’observation évaluant la
possibilité d’utilisation de ces molécules en clinique vétérinaire. Les résultats montrent la bonne tolérance
des animaux vis-a-vis de la thérapie, ainsi que ’excellent confort de vie lors de la prise du traitement.

Ainsi, la thérapie métabolique propose une approche alternative, répondant a une attente sociétale
réelle pour des thérapies non conventionnelles. Elle offre un intérét compassionne! pour les propriétaires ne
souhaitant pas s’engager dans un processus de chimiothérapie (pour des raisons financiéres ou ¢thiques). Son
efficacité reste cependant 2 démontrer, et la premiére étape de poursuite des recherches pourrait étre 1’étude
de son réle en association avec la chimiothérapie. La possibilité de synergie des molécules de thérapie
métabolique avec la chimiothérapie, mise en évidence in vitro semble en effet prometteuse pour lever les
phénomeénes de résistance & la chimiothérapie conventionnelle. Un protocole d’essai clinique permettant
d’évaluer I'efficacité de la thérapie métabolique en association avec la chimiothérapie sur la survie des
animaux a donc été proposé.

Cibler le métabolisme de la cellule cancéreuse en médecine vétérinaire permettrait ainsi d’offrir des

solutions complémentaires aux propriétaires, tout en participant aux progrées de la recherche en cancérologie
comparée.
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Annexes

Annexe 1 : Les mécanismes de ’apoptose

L’apoptose est un processus normal d’autodestruction d’une cellule en réponse a un
signal interne. L’apoptose est aussi appelée mort cellulaire programmée ou suicide cellulaire.
Un des « Hallmarks of Cancer » est la résistance de la cellule cancéreuse a I’apoptose. C’est la
forme la plus courante de mort cellulaire. Les autres formes sont par exemple la nécrose ou la
mort cellulaire autophagique. Voyons quels sont les principaux mécanismes de 1’apoptose, afin
de mieux comprendre les mécanismes d’action des molécules développées dans ce travail, dont
certains déclenchent des phénoménes d’apoptose.

Le phénomeéne d’apoptose est possible selon deux voies principales :

e Uune voie extrinseque

Elle implique des récepteurs au facteur de nécrose tumorale, comme par exemple le
récepteur Fas. Elle est déclenchée par un signal extérieur a la cellule (ligand du récepteur).
L’interaction ligand/récepteur déclenche une cascade d’activation des caspases effectrices. Les
caspases initiatrices peuvent alors activer la voie intrinseque et ainsi amplifier le signal
apoptotique.

e une voie intrinseque (impliguant la mitochondrie)

En temps normal, la stabilité de la mitochondrie est assurée par la formation
d’hétérodiméres entre les membres anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xi, Mcl-1) et les membres
pro-apoptotiques Bak et Bax. Les activateurs initiaux sont les protéines BH3 (pro
apoptotiques), qui se lient a Bcl-2 (facteur anti apoptotique), qui est alors inhibé. Les
protéines BH3 sont des sentinelles des conditions environnementales et intégrent beaucoup
d’informations qualitatives et quantitatives qui déterminent le moment de la mort cellulaire.

L’inhibition du facteur Bcl-2 entraine une concentration des protéines pro apoptotiques
Bax et Bak au niveau de la membrane mitochondriale, qui devient alors perméable : il y a
libération du cytochrome C. Le cytochrome C se lie 8 APAF-1 et I’active. APAF-1 se lie a la
caspase 9 en présence d’ATP. La protéine Smac/DIABLO se lie au IAP (inhibiteur des
caspases indispensable lors de la vie de la cellule), levant ainsi ’inhibition sur les caspases.
L’activation des caspases est un processus complexe (la caspase 9 par exemple est capable de
se dimériser et de s’auto cliver et de cliver d’autres caspases).

165



Extrinsic pathway

\ A

Death Ligand (FasL, TNF-u, TRAIL, etc.)
Death receplor (Fas TNFR1, TRAIL R1/R2, elc.)

B oS e otV ST e (Ve i 1o ok ok Sk e U

Intrmslc pathway
Adaptor (FADD, TRADD) Mitochondria  Bcl-2/Bel-XL
DNA damage,
hypoxia, growth
€«—— factor deprivation,
BAX BAK ER stress, etc.

Cyux.hrome c

>
4 .
Bcl-2/Bcl-XL & APAF-1 o/

‘D Cas.p!e‘g\ Q Q
Pro-caspase 3 P Pro-caspase 9
b i
Caspase 3\“‘ § Apoptosome

Les différentes voies aboutissant au phénomeéne d’apoptose. Modifié d aprés Sarvothaman
etal., 2015

L’apoptose se termine par un démanteélement de la cellule : signaux « mange-moi »
comme 1’exposition de la phosphatidylsérine a la surface de la membrane cellulaire, arrét de la
réplication, fragmentation du cytosquelette et du noyau entrainant la formation de corps
apoptotiques. Ces derniers sont phagocytés par les cellules environnantes (importance du
systéeme immunitaire).

Les genes Bcl-2 sont surexprimés dans les cellules tumorales. De nombreux médicaments
ciblant Bcl-2 sont en développement (pour inhiber sa fonction anti apoptotique).
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Annexe 2 : Résultats complémentaires ALA

Les résultats présentés sont issus d’expériences réalisées lors d’un stage au CRCL. Nous
nous sommes concentrés sur 1’étude de 1’action de I’ALA sur deux lignées adhérentes de
cellules de cancer du sein: la lignée T47D (ER+) et la lignée MDA-MB-468 (ER-). Afin
d’évaluer I’action de I’ALA sur la survie des cellules cancéreuses, le protocole suivant a été
réalisé.

- J-1: Ensemencement 400 000 cellules par boite (19 boites par lignée), 24 heures avant
le traitement a I’ALA pour que les cellules soient adhérentes.
- JO : Comptage des cellules et traitement des cellules avec de I’ALA (0,5 mM, 1 mM, 2

mM, 5 mM)

- AL, J2 et J3: comptage des cellules — clichés photographiques. Pour les temps J2 et

J3, les cellules ont été centrifugées pour récupérer les protéines et procéder a des

Western Blots.

Pour la lignée MDA-MB-468, il est apparu que 1’éthanol limite en partie la prolifération
cellulaire. L’effet de ’ALA dissout dans 1’éthanol ne peut donc pas étre interprété pour cette
lignée et les résultats ne seront pas présentés.

1. Comptage des cellules

La technologie IncuCyte® ZOOM permet de déterminer la confluence des cellules en
culture en temps réel, soit pour des cellules fluorescentes soit en contraste de phase, par
acquisition d’image toutes les 30 min. 3000 cellules sont déposées par puits dans des plaques
96 puits. 6 h apres ce dépdt, le traitement des cellules est réalisé. Le logiciel enregistre alors
une image toutes les 30 min et dénombre les cellules adhérentes.

2. Traitement des cellules

Les boites ensemencees la veille sont réparties de maniére a avoir 3 boites par condition.
Les différentes conditions sont les suivantes : Témoin ; ALA 0,5 mM (cellules traitées a I’ALA
0,5mM); ALA1mM; ALA2mM ; ALA5mM

3. Synthése des comptages : Courbe de prolifération cellulaire et étude de la mortalité dans
les cellules de la lignée T47D en réponse a une exposition a PALA

La réalisation de courbe de croissance cellulaire permet de comparer I’action de ’ALA
en différentes concentrations en fonction du temps (Figures A et B). Nous pouvons reporter le
nombre de cellules vivantes pour chaque concentration par rapport au nombre de cellules
vivantes du témoin (100%) pour évaluer la mortalité cellulaire.
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Effet de I’acide lipoique (ALA=LA) en fonction du temps et de la concentration dans la lignée
T47D. (A) Courbe de prolifération ; (B) Pourcentage de mortalité cellulaire

Pour la lignée T47D, I’éthanol n’entraine pas une mort cellulaire significative. L ’action
de I’ALA dissout dans 1’éthanol peut donc étre interprétée (Figure B).

A 24 h apres traitement, pour une concentration d’ALA a 0,5 mM et 1 mM, le nombre
de cellules vivantes est plus important que pour les cellules non traitées. Pour une concentration
d’ALA de 2 mM et 5 mM, le nombre de cellules vivantes est moins important que pour le
témoin. A 72 h, un effet dose dépendant de I’ALA sur le nombre de cellules vivantes est
constateé.

4. Western Blot

La réalisation de Western Blot a différents instants permet d’évaluer I’évolution de
I’expression de protéine en fonction du temps et de la concentration de ALA utilisée.

i. Préparation des protéines a déposer

Les protéines a déposer sont récupérées apres centrifugation. La concentration initiale
est obtenue apres coloration au bleu de Coomassie par spectrophotométrie. Un volume de lysat
protéique est prélevé de facon a voir 35 pg de protéines totales pour chaque condition
expérimentale. Ce volume est complété a 25 ul par de la solution de RIPA puis 20 pL de Laemli
(Bleu de bromophénol + SDS + glycérol + B-mercaptoéthanol) sont ajoutés. Aprés agitation au
vortex et incubation au bain marie (100°C) pendant 10-15 minutes, 30 pg de protéines sont
déposées par puits.

ii. Western Blot

Une électrophorese sur gel est réalisée, la migration se déroule dans un tampon TRIS
(25 mM), Glycine (180 mM), et SDS (0,1%) a 70 V pendant 15 minutes puis 100 V pendant 1
heure. Les bandes de protéines sont ensuite transférées sur une membrane de PVDF
(PolyVinylidene Difluoride) pendant une heure a 100 V dans un tampon de transfert TRIS (20
mM), Glycine (0,2 mM), et méthanol (20%). Dans un premier temps, une étape de blocage des
sites non spécifiques est réalisée a I’aide de Tween (T) (0,1%)-Tris Buffer Saline (TBS)-Lait
(5%) = T-TBS-Lait, pendant 1 h sous agitation. Ensuite, la membrane est incubée en présence
de I’anticorps primaire, qui Se lie a la protéine recherchée. Les gels sont ensuite mis en contact
45 min avec I’anticorps secondaire (d’une espéce différente de celle utilisée pour 1’anticorps
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primaire), qui est couplé a la peroxydase. Ici, 0,5 uL d’anticorps secondaire dilué dans 12,5 mL
de lait écrémé sont utilisés. Les gels sont ensuite rinces 3 fois 5 min avec une solution de T-
TBS, puis 5 minutes avec une solution de PBS 1x.

Iii. Revélation
La révélation se fait par chimioluminescence apres ajout d’ECL (H202, luminol et substrat

de la peroxydase) sur les membranes. Cette manipulation est réalisée sur une feuille de paraffine
hydrophobe. Le scanner Odyssey (Li-COR) est utilisé pour la révélation.

iv. Reésultats
Nous cherchons a détecter la protéine PARP et la protéine Mcl-1.

- PARP: cette protéine est clivée lorsque la caspase 3 est activée lors du processus
apoptotique. La diminution de la quantité de PARP totale signifie donc le clivage de cette
protéine, ¢’est-a-dire un phénoméne d’apoptose.

- Mcl-1: ¢’est une protéine anti-apoptotique qui inhibe la libération du cytochrome c (en
interagissant avec Bak et Bax) de la mitochondrie. Une diminution de la quantité de cette
protéine est donc le signe d’un phénomene d’apoptose.

Le Western Blot est effectué a partir du lysat cellulaire des cellules a 48 h et 72 h car 24 h apres
le traitement, la différence en termes de prolifération cellulaire est infime par rapport aux
cellules témoins. Les résultats suivants sont obtenus :

48 h 72h
LA (mM) LA (mM)
T 1.2 s T54.2 5
PARP ---"l |---'
Mcl-1 il I B
Tubuline R TGS et tensym

Western Blot pour la lignée T47D. Détection de la PARP et de Mcl-1 en fonction de la
concentration de ALA et du temps.

La tubuline permet de s’assurer que la méme quantit¢ de protéines a ét¢ déposée
initialement. Pour une concentration de 5 mM de ALA, les protéines PARP et Mcl-1 sont
quasiment absentes. Ainsi, la diminution du nombre de cellules observée au comptage peut
s’expliquer par I’apoptose des cellules traitées avec une concentration de 5 mM d’ALA.

A 72 h, pour une concentration de 5 mM d’ALA, la quantité de tubuline est quasiment
inexistante, les cellules sont en trés faible nombre. Nous observons également une diminution
dose dépendante de la quantité de protéines. Ainsi, plus la dose d’ALA utilisée est importante,
plus le phénomene d’apoptose est important, conduisant méme a une quasi absence de cellules
a la concentration de 5 mM.
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Annexe 3 : Détails des différentes phases de réalisation d’un essai clinique

Objectifs

Méthodologie

Phase 0
Validation de
la cible

thérapeutique —
pas de visées

-Déterminer la pharmacodynamique et la
pharmacocinétique (disponibilité
biologique)
-Etablir un niveau de dose sans effet
secondaire
-Sélectionner 1’agent prometteur pour la

-Phase courte (<7 jours)
-Tres peu de patients

thérapeutiques | phase I
Phase I -Déterminer la Dose Maximale Tolérée | -Souvent patients trés malades, faible
(MTD) nombre
-Définir la toxicité limitant la dose | -Conduite séquentielle pour la recherche
Tolérance a| (DLT) de dose: choix des doses initiale /
court terme et | -Caractériser la sévérité et les différents | maximale en fonction des résultats

établissement
de la dose
optimale  du
traitement / du
niveau

acceptable de
toxicité pour la
phase 11

types d’effets secondaires

-Développer les connaissances en
pharmacocinétique (pour établir un
planning d’administration) et

pharmacodynamique

-Données préliminaires

-Etudier d’éventuels biomarqueurs de
réponse

3 patients

Dose n°1
0 toxicite
3 patients > 1 toxicité | + 3 patients
Dose n°2 Dose n°2
0 toxicite

3 patients
Dose n°3

précliniques, choix du nombre de doses
testées  (doit rester faible) puis
augmentation progressive de la dose
administrée. 1l existe différents plans
expérimentaux.

Traditionnellement des cohortes de 3 a 6
patients par dose testée — on passe a la
dose inférieure en cas de toxicité de grade
3ou4

> 1 toxicité Arrét essai = MTD

déterminée

Phase 11

Evaluation de
I’efficacité / de
I’activité d’une
molécule

-Déterminer une activité anti tumorale/
une efficacité dans des populations
définies

-Permet la prise de décision pour passer
a un essai de Phase 111

-Estimer 1’index thérapeutique

-Phase Il a non comparative : un seul bras,
pas de groupe controle

-Phase Il b comparative : contrble avec
placebo, en double aveugle, randomisée
-Passage a la phase I1I si obtention d’un %
supérieur a la limite d’efficacité (a définir)

170




-Développer les données concernant les
effets secondaires, les biomarqueurs
éventuels

Phase 111 -Evaluer 1’efficacité thérapeutique par | -Choix  de  patients  homogenes,
rapport aux traitements de référence représentatifs des patients a qui sera

Etude par | -Comparaison de la qualité de vie, des | destiné le traitement. Grand nombre de

rapport au | colts patients a inclure

traitement -Possibilit¢ de comparer différents

standardisé modes ou schémas d’administration -Autorisation de Mise sur le Marché
-Evaluer les événements indésirables (AMM) a la suite de la phase Il si

résultats favorables

Phase 1V -Etude pour une nouvelle indication -Cohortes de patients en nombre trés
-Evaluer la toxicité chronique, la | important

Etudes  post | tolérance sur le long terme

AMM -Détection d’événements rares

-Evaluation de I’efficacité en pratique
courante

-Apporter de nouvelles informations :
sous-groupes de patients, interactions. ..
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Annexe 4 : Table des valeurs usuelles IDEXX (numération et formule

sanguine et examen biochimique de base) chez le chien et le chat

Paramétre Valeur basse Valeur haute Unité
CN | cCT CN | T
Numeération et Formule Sanguine
Hématies 5,50 5,00 8,50 10,00 *10M12/L
Hématocrite 37,0 30,0 55,0 45,0 %
Heémoglobine 12,0 9,0 18,0 15,1 g/dL
Réticulocytes 10,0 3,0 110.0 50,0 K/uL
Leucocytes 5,50 5,82 16,90 19,5 *10M9/L
Neutrophiles 2,00 2,50 12,00 12,50
Lymphocytes 0,50 0,40 4,90 6,80
Monocytes 0,30 0,15 2,00 1,70
Eosinophiles 0,10 0,10 1,49 0,79
Basophiles 0,00 0,00 0,10 0,1,
Plaquettes 175 175 500 600 K/uL
Examen biochimique de base
Glucose 0,74 0,71 1,43 1,59 g/L
Urée 0,147 0,336 0,567 0,756 g/L
BUN 0,070 0,160 0,27 0,360 g/L
Créatinine 5,0 8,0 18,0 24,0 mg/L
Protéines totales 52 57 82 89 g/L
Albumine 23 23 40 39 g/L
Globuline 25 28 45 51 g/L
ALAT 10 12 100 130 U/L
PAL 23 14 212 111 U/L
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Annexe 5 : Statuts de performance permettant de sélectionner les patients a
inclure dans I’étude

(Inspirés de [ ’Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), adaptés pour [’animal)

Grade Statuts de performance ECOG adaptés pour I’animal
0 Complétement actif — capable de réaliser les activités antérieures a la maladie
sans restriction
1 Moins actif qu’avant la maladie mais toujours de 1’entrain pour les activités de
jeu et de promenades
2 Ambulatoire et propre — peu d’entrain pour les jeux et les promenades
3 Activité séverement compromise (absence d’entrain pour les jeux et les
promenades) - ambulatoire uniquement pour aller manger et pour les sorties
hygiéniques
4 Completement handicapé, doit étre nourri de force, incontinent, amorphe
5 Mort
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Annexe 6 : Systéme de condition corporelle (Note d’Etat Corporel NEC)

Traduction de la grille disponible dans ['ouvrage Withrow (2013), page 262

1 | Cétes visibles chez les chats a poils courts ; pas
de grasse palpable; creux de 1’abdomen
sévérement marqué ; vertébres lombaires et ailes
de I’ilium facilement palpables

2 | Cotes facilement visibles chez les chats a poils
courts ; vertébres lombaires évidentes avec une
Trop masse musculaire  minimale; creux de
maigre I’abdomen prononcé ; pas de graisse palpable

3 | Cotes facilement palpables avec une couverture
graisseuse  minime; vertébres lombaires
évidentes ; creux de I’abdomen évident

4 | Cohtes palpables avec une couverture graisseuse
minime ; creux de I’abdomen visible ; dépbt de
graisse abdominale absent

ldéal |5 | Bien proportionné; creux de [’abdomen
Iégerement visible ; cotes palpables avec une
couverture adipeuse légere ; dép6t de graisse
abdominale minime

6 | Cotes palpables avec un léger excés de
couverture graisseuse ; taille et dép6t de graisse
abdominale distinguables mais non évidents ;
creux de 1’abdomen absent

7 | Cotes non facilement palpables avec une
couverture  graisseuse  modérée ;  taille
difficilement observable ; arrondissement de
Trop I’abdomen évident ; dép6t de graisse abdominale
gras moderé

8 | Cbtes non palpables avec une couverture
graisseuse en  excés; taille  absente;
arrondissement de [’abdomen ¢évident avec
dépdt de graisse abdominale proéminent ; dépot
de graisse en région lombaire

9 | Cotes non palpables sous une large couverture
graisseuse ; larges dépdbts graisseux en région
lombaire, sur la téte et au niveau des membres ;
distension abdominale, dépbt de graisse
abdominale étendu
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Annexe 7 : Grille d’évaluation de la toxicité d’un traitement par le clinicien

(inspiré et modifié d’apres ’article de Spugnini et al., 2014)

Toxicité - Critéres d’évaluation
grades
Hospitalisation Jours
0 0
1 1
2 2-3
3 4-5
4 >5
Neutropénie Nombre de neutrophiles
0 >2500 neutrophiles/ mm?®
1 1500-2500 neutrophiles/ mm?®
2 1000-1499 neutrophiles/ mm?®
3 500-999 neutrophiles/ mm?®
4 <500 neutrophiles/mm?®
Anorexie
0 Aucune
1 Inappétence
2 Anorexie <3 jours
3 Anorexie >3 jours mais <5 jours
4 Anorexie >5 jours
\omissements
0 Aucun
1 Nausées
2 Sporadiques — résolution spontanée
3 1-5 épisodes par jour, moins de 2 jours — prise d’antiémétiques
4 6-10 épisodes par jour, hospitalisation
Diarrhée
0 Aucune
1 Selles molles, résolution avec changement alimentaire
2 1-4 épisodes de selles molles par jour, <2 jours
3 4-7 épisodes de selles molles par jour, ou >2 jours
4 >7 épisodes de selles molles par jour ou présence de sang ou
hospitalisation
Infection
0 Aucune
1 Thérapie non nécessaire
2 Thérapie nécessaire
3 Débilitant
4 Danger de mort

Une note de toxicité peut ainsi étre obtenue en faisant la moyenne des différentes

catégories.
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Annexe 8 : Grille d’évaluation des effets secondaires d’un traitement et de

la qualité de vie de I’animal par le propriétaire

(inspiré et modifié d’apres [’article de Spugnini et al., 2014)

avec les activités
quotidiennes

sortir

Animal | Date \ \
Vomissements
0 1 2 3 4
Aucun Nausées Sporadiques — 1-5 épisodes par 6-10 épisodes par
résolution jour, moins de 2 jour, hospitalisation
spontanée jours — prise
d’antiémétiques
Diarrhée
0 1 2 3 4
Absence | Selles molles, 1-4 épisodes de 4-7 épisodes de >7 épisodes de selles
résolution avec selles molles par selles molles par molles par jour ou
changement jour, <2 jours jour, ou >2 jours présence de sang ou
alimentaire hospitalisation
Appétit
0 1 2 3 4
Normal | Avec friandises | Perte d’appétit <3 Perte d’appétit >3 Perte d’appétit >5
ou stimulations, jours ou mange jours mais <5 jours jours ou pas
mange 100% 50% de la ration ou mange quelques d’appétit ou pas
avec friandises bouchées de la ration d’intérét pour la
avec friandises ration
Flatulences
0 1 2 3 4
Normal | 1-2 fois par jour | 2-4 fois par jour 4-6 fois par jour >6 fois par jour
Activité
0 1 2 3 4
Normale Abattement Abattement Léthargie sévere, ne | Incapable de se lever
moyen modére, difficultés se léve que pour seul

Une note de qualité de vie peut ainsi étre obtenue en faisant la moyenne des différentes

catégories.
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INGLEBERT Marine

Approche métabolique du traitement du cancer chez le chien et le chat :
étude bibliographique et de faisabilité au travers de cas traités au Centre
Hospitalier Vétérinaire Saint-Martin

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Lyon, 12 Juillet 2017

RESUME : Les cellules tumorales présentent un métabolisme énergétique spécifique, propice au
développement de nouvelles perspectives thérapeutiques. Notre travail porte sur I’étude de ce
métabolisme modifié, qui implique de nombreux enzymes (de la glycolyse, du cycle de Krebs, de la
glutaminolyse, du métabolisme du lactate...), transporteurs (GLUT...) et facteurs de transcription
(HIF...). L’objectif de cette thése est de tout d’abord faire un état des lieux de la littérature concernant
les molécules ciblant le métabolisme du glucose, de la glutamine et 1’équilibre acido-basique de la
cellule. Puis, il s’agit de cibler les molécules utilisées en clinique en médecine humaine, en retenant
celles aux mécanismes d’action complémentaires, présentant une efficacité seule ou en association
avec de la chimiothérapie (thérapie métabolique). Nous avons réalisé une étude de faisabilité a partir
de 18 cas cliniques (14 chiens et 4 chats, présentant différents types histologiques de tumeurs) traités
au CHV Saint-Martin avec des molécules ciblant le métabolisme tumoral, utilisées seules ou en
association avec de la chimiothérapie ou des anti-inflammatoires. Cette analyse consiste en une
premiére étude d’observation évaluant la possibilité d’utilisation de ces molécules en clinique
vétérinaire. Les résultats montrent la bonne tolérance des animaux vis-a-vis de la thérapie. L’efficacité
de la thérapie métabolique reste cependant a démontrer, ce qui a motivé une proposition de protocole
d’essai clinique permettant d’évaluer I’efficacité de la thérapie métabolique en association avec la
chimiothérapie sur la survie des animaux.
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