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Introduction

Introduction

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la principale tumeur maligne primitive du foie
(80 a 90 % des tumeurs hépatiques). Elle représente la cinquieme tumeur la plus fréquente
dans le monde en nombre de cas (5,4 % des nouveaux cas de cancer) et la quatriéme en
termes de mortalité¢ (8,2 % des décés par cancer). Il survient dans 90% des cas sur une
cirrhose qui est un véritable état précancéreux, dont les étiologies sont représentées par
I’hépatite virale B et C dans 80% des cas, 1’alcoolisme, rarement sur une hémochromatose ou
cirrhose biliaire primitive, sans oublier d’autres facteurs de risque de survenue de CHC en
association avec les hépatites virales : comme le diabéte, 1’obésité, le tabac, et les
carcinogeénes chimiques(aflatoxine B1). Le CHC est une des tumeurs malignes la plus
meurtriére et pour laquelle les options thérapeutiques sont limitées lorsque la maladie est
diagnostiquée a un stade avancé. Généralement développé dans un contexte d’hépatopathie
chronique, le plus souvent cirrhotique, il présente un mauvais pronostic, en partie du fait de

sa forte résistance aux agents chimio-thérapeutiques.

La chimiothérapie anticancéreuse est basée sur I’administration de médicaments
ayant le pouvoir d’entraver la prolifération des cellules tumorales en induisant leur apoptose.
La majorit¢é des traitements anticancéreux doivent leur efficacité a leur capacité
d’endommager I’ADN. En effet, les cellules qui ne réparent pas efficacement ces dommages
accumulent des lésions au niveau de leur ADN et meurent au moment de la division
cellulaire. Les agents alkylants tels que les nitrosourés, les triazines et les sels de platine.
constituent une classe importante de chimiothérapies de premicre ligne qui infligent des
dommages a I'ADN. Ces composés ¢électrophiles transférent de facon covalente un groupe

alkyle au niveau des bases de ’ADN (Helleday et al., 2008).

Notre attention a été¢ focalisée sur 1’é¢tude de la réponse de certaines lignées de
carcinomes hépatocellulaires au Cis-platine. Ce manuscrit est organisé en trois parties. La
premicre partie, composée de deux chapitre, est consacrées a 1’étude bibliographique. A la
suite de cette ¢étude bibliographique et vu le contexte dela pandémie de coronavirus-19, on
s'est limit¢ dans la partie matériel et méthodes par I'analyse de données fournis par notre

encadreur pour 1'évaluation par le test de cytotoxicité de I'effet du Cis-platine sur la viabilité
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cellulaires de trois lignées de carcinome hépatocellulaire. Dans la troisiéme partie , nous
présentrons les résultats obtenus et terminerons par une discussion générale et une

conclusion.
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Le carcinome hépatocellulaire(CHC)

La carcinogénése hépatique définie, en général, différents types de tumeurs telles que
I’hépatoblastome de 1’enfant (développé a partir des cellules embryonnaires du foie), le
carcinome hépatocellulaire (CHC), (développé a partir des hépatocytes), le
cholangiocarcinome (qui se développe a partir des cellules des voies biliaires) et
I’angiosarcome (développé a partir des cellules des vaisseaux hépatiques). Le CHC,
représente la forme majoritaire des tumeurs primitives du foie (80 a 90 %). Il se développe
habituellement sur une cirrhose (75 a 80% des cas), plus rarement sur une hépatopathie
chronique non cirrhotique, exceptionnellement sur un foie sain. En cas de cirrhose, il existe
donc un cancer, un état précancéreux et une fonction hépatique précaire, particularités qui

conditionnent le pronostic et la démarche thérapeutique (Ferroudj., 2017).

1 Epidémiologie

1.1 Incidence

Les nouveaux cas de cancers hépatiques sont de 841 080 en 2018 alors qu’en 2012 ils
¢taient estimés a environ 782500(GLOBOCAN., 2018 ; Torre et al ., 2012)(figurel)
.Selonl’International Agency for Research on Cancer (IARC), I’incidence du cancer h
épatique la plus élevée est en Asie suivie par I’Europe qui a compté 82 466 nouveaux cas en
2018 (GLOBOCAN., 2018). I’incidence a augmenté au cours des 20 dernic¢res années. Cela
peut étre li¢ a plusieurs facteurs et notamment 1’augmentation du nombre de cas atteints par le
virus de I’hépatite C (VHC), ’amélioration des méthodes diagnostiques, le progrés dans la
prise en charge des autres complications de la cirrhose, ’augmentation de la consommation

d’alcool mais aussi la prévalence de 1’obésité et du diabete (https://www.snfge.org/content/7-

carcinome-hepatocellulaire-cancer-primitifdu-foie).
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Figure 1 : Incidence et mortalit¢ du cancer du foie, dans le monde, tous sexes
confondus.Source: International Agency for Research on Cancer/World HealthOrganization.
GLOBOCAN 2018: Liver Cancer, estimated incidence, mortality and prevalenceWorldwide
[Internet]. [Cited 2018 Sep 27]. Availablefrom:
http://gco.iarc.fr/today/home/factsheets/cancers/1 1 -Liver-fact-sheet.pdf

1.2 Répartition géographique

Le CHC est prévalent surtout dans les pays asiatiques et africains (>20 cas par
100,000habitants). Le Sud et I’Est de I’Europe ainsi que I’Amérique du Nord ont une
incidencemoyenne (10—15 cas par 100,000 habitants). Alors que les pays de I’Europe sont
afaibles risques (<10 cas par 100,000 habitants) (figure 2) (GLOBOCAN., 2018).

La distribution géographique dépend beaucoup de la distribution des facteurs de risque.
Levirus de I’hépatite B (VHB) et I’aflatoxine sont surtout prédominant en Asie orientale
etAfrique sub-saharienne. Par contre le VHC est le premier facteur de risque aux Etats

Unis(30-50%), Europe (44-75%) et Japon (80-90%) (Rawla et al., 2018 ; Tang et al. ,2018).
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Figure 2 : Incidence du cancer du foie dans le monde en 2018, taux standardisés selon I’age.

Source: International Agency for Research on Cancer/World HealthOrganization.
GLOBOCAN 2018: Estimatedage-standardized rates (World) of incident cases/deaths, both
sexes, liver cancer, worldwide [Internet]. [Cited 2018 Sep 27]. Availablefrom:
http://gco.iarc.fr/today/online-analysis-map

1.3  Age

Le CHC peut apparaitre a tout age mais il est rarement diagnostiqué avant 40-50 ans. La
répartition mondiale du CHC par age varie selon les régions, le sexe et, éventuellement,
I'étiologie. Dans les populations a faible risque, les taux les plus élevés par age sont observés
apres 75 ans. En revanche, dans les pays a haut risque de CHC, les taux d’incidence, par age,

augmentent jusqu’a 45 ans, puis se stabilisent (Tang et al .,2018 ; Ozakyol .,2017).

1.4 Sexe

La différence d’incidence du CHC entre les 2 sexes existe dans presque tous les pays
(figure 3). Les hommes présentent un taux d’incidence 2 a 4 fois plus élevé que chez les
femmes. Les raisons de cette différence sont encore mal connues mais peuvent en partie étre
expliquées par la prévalence de certains facteurs de risque selon le sexe mais aussi par les
différences au niveau des hormones sexuelles, de [’épigénétique ou de la réponse
immunitaire, I’infection chronique par le VHB et le VHC est plus fréquente chez les hommes

que chez les femmes, de méme que la consommation excessive d'alcool, le tabagisme ou les
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taux sériques en fer plus élevés. En revanche, les cestrogénes pourraient limiter la
transformation maligne des hépatocytes en régulant négativement la libération d'interleukine 6
(IL-6) par les cellules de Kupffer. De plus, les cestrogénes pourraient jouer un role protecteur
contre la progression des infections a VHB en diminuant la transcription et les effets
inflammatoires du VHB grace aux cytokines. Cependant, toutes ces données n'expliquent pas
completement les différences observées entre les sexes et doivent étre confirmées (Tang et

al .,2018 ; Ozakyol. ,2017).

Figure 3 : Distribution selon le sexe, des taux d’incidence (standardisés selon I’age), dans le
monde en 2018.

Source: International Agency for Research on Cancer/World HealthOrganization.
GLOBOCAN 2018: Liver Cancer, estimated incidence, mortality and prevalenceWorldwide
[Internet]. [Cited 2018 Sep 27]. Availablefrom:
www.gco.iarc.fr/today/home/factsheets/cancers/11-Liver-fact-sheet.pdf

1.5 Mortalité

Les déceés par cancer hépatique sont de 781 631 personnes en 2018 alors qu’en 2012

¢taient estimés a environ 745 500 (GLOBOCAN., 2018).

7/
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(figure 1). Selon ’IARC, les déces par cancer hépatique en Europe sont de 77 375 personnes

en 2018 (GLOBOCAN., 2018). Les taux de mortalité standardisés selon I'age (ASMR : Age

StandardizedMortality Rate) du cancer du foie en 2018 étaient les plus élevés en Asie
orientale (16,0) et en Afrique du Nord (13,9), suivis de 1'Asie du Sud-est (13,2) et de la
Micronésie (12,0). L'TASMR le plus faible a 6 été observé en Asie Centrale du Sud (2,3), suivi
de 1'Europe du Nord, centrale, et orientale et de 1'Asie occidentale (environ 3,8 a 4,0) (figure

4) (GLOBOCAN., 2018).

Figure 4 : Estimation des taux d’incidence et de mortalité, dans le monde en 2018
(standardisés selon 1’age), tous sexes confondus.

2- Les facteurs de risque

Le CHC est un cancer hétérogene dont les facteurs varient d’une région géographique a
une autre. Cette multitude de facteurs complique le diagnostic, le pronostic et le traitement .
Les principaux facteurs identifiés comprennent l'infection virale par les virus de 1’hépatite B
(VHB) et I’hépatite C (VHC) (El-Serag HB, 2011; Chen et al., 2011 , Ferroudj, 2017),
I’exposition a un carcinogene alimentaire dérivé des champignons Apergillusparasiticus et

Aspergillus flavus qui est I’aflatoxine B1, la consommation excessive d’alcool (Fattovich et
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al., 2004 , Ferroudj, 2017) et la stéato-hépatite non alcoolique (NASH) (Borie et al., 2009,

Ferroudj, 2017). D’autres causes moins communes sont identifiées telles que
I'hémochromatose héréditaire, le déficit en alphal-antitrypsine, I'hépatite auto-immune, la
cirrhose biliaire primitive et la maladie de Wilson (El-Serag HB, 2011, Ferroudj, 2017). Le
tabac est actuellement considéré comme un cofacteur dans le développement du CHC

(Ferroudj, 2017).

2.1 Le virus de I’ hépatite B

L'hépatite B est I'une des maladies infectieuses les plus courantes et les plus graves du
monde. On estime que plus d'un tiers de la population mondiale a été infectée par le virus de
'hépatite B. Environ 5% de la population sont porteurs chroniques du VHB, et prés de 25%
de tous les porteurs développent des maladies graves du foie telles que 1'hépatite chronique, la
cirrhose et le carcinome hépatocellulaire. L’infection par le VHB provoque plus d'un million

de décés chaque année (http://www.who.int/csr/disease/hepatitis).

L’infection chronique par le VHB peut jouer un réle dans la carcinogenése hépatique de
plusieurs facons. Bien que la majorité des cancers du foie se développe sur cirrhose, une
fraction significative de CHC liés au VHB se produit dans un contexte d'hépatite chronique en
I'absence de cirrhose (Brechot, 2004). Le pourcentage plus bas de CHC sur cirrhose par
rapport aux autres étiologies suggeére un rdéle plus direct du VHB dans le processus
hépatocarcinogeneése (Honda M. et al., 2006). L’intégration de I'ADN du VHB dans le
génome de I'hote et I'expression persistante de protéines virales peut activer des oncogenes,
induire un stress oxydatif et une instabilit¢ génomique, offrant un terrain favorable a
I'émergence d’altérations génétiques et épigénétiques conduisant a la transformation maligne

des hépatocytes (figure 05) (Neuveut et al., 2010).
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Figure 05. L hépatocarcinogeneése induite par le VHB. (Neuveut et al., 2010).

2.2 L’aflatoxineB1

L’ Aflatoxine est une mycotoxine produite dans les climats chauds et humides des pays

tropicaux par Aspergillus parasiticus ou Aspergillus flavus .

On trouve cette mycotoxine dans le mais, les cacahueétes, les graines de coton. Le niveau
2 2
quotidien de I’exposition humaine a 1’Aflatoxine dans les régions exposées d’Afrique

tropicale varie entre 3 et 200 ng par kg de la personne exposée.

Les métabolites de 1’Aflatoxine sont présents dans les tissus et 1’urine. Les taux les plus
¢levés sont retrouvés dans la Chine du Sud et dans I’ Afrique subsaharienne ou ils représentent

la cause principale du CHC.

L’effet carcinogene de 1’ Aflatoxine a ¢été confirmé sur le plan expérimental avec formation de
« DNA adducts ». L’ Aflatoxine est métabolisée par le cytochrome P450 en une forme oxydée
et réactive qui induit une mutation avec transversions G:C to T:A sur le codon 249 du géne
suppresseur de tumeur TP53. En outre, 1’Aflatoxine 1 interfére sur la défense immunitaire et

sur le métabolisme des protéines (Sudakin , 2003).
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2.3 Levirus de I’ hépatite C VHC

Le VHC est un virus a ARN qui ne s’intégre pas dans le génome. Les mécanismes
induisant la transformation maligne des hépatocytes seraient liés a la protéine structurale du
VHC « HCV core », qui agit sur la différenciation, la prolifération cellulaire et 1’apoptose
(Tsai and Chung, 2010). De plus, 90% des individus infectés par le VHC développent une
hépatite chronique, et 10 a 30% d’entre eux évoluent vers une cirrhose 25 a 30 ans apres
I’infection. Une fois la cirrhose établie, le risque de CHC augmente de 1 a 3% par anné

(Bruno et al., 2007; El-Serag and Rudolph, 2007).

Ce virus, de 9 kb, code pour 9 protéines nommeées NS5a, NS5b, NS4a, NS3, C, El, E2,
NS2, P7. La protéine NS5A, qui a une affinité particuliére pour la protéine p53 et les « TATA
binding protein », est potentiellement capable de déréguler les fonctions de réparation
cellulaire, 1’apoptose, la croissance cellulaire et [’expression de geénes cellulaires
(QADRIetal., 2002). Les protéines NS4A et NS4B peuvent inhiber la synthése des protéines
cellulaires (FLORESEetal., 2002).

2.4 La consommation excessive d’alcool

La consommation excessive d’alcool qui représente une cause majeure de cirrhose dans
les pays développés peut étre la cause principale des CHC lorsque la prévalence de I’infection
virale est faible . Les premiers stades de 1’atteinte du foie par 1’alcool sont la stéatose et la

stéatohépatite.

La réponse inflammatoire au stress oxydatif et a 1’hypoxie stimule la fibrose avec
augmentation de la fibrogenése par 1’acétaldéhyde, métabolite de I’éthanol. L’acétaldéhyde
provoque ¢également des mutations oncogéniques avec altérations ¢épigénétiques par
méthylation du DNA pendant la régénération des cellules hépatiques. Enfin, I’alcool a un effet
synergique sur les autres causes du CHC : les virus HBV et HCV, I’aflatoxine, le chlorure de

vinyle (Voigt , 2005).
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2.5 Les stéatohépatites non alcooliques

La stéatose non alcoolique, ou NAFLD pour nonalcoholicfattyliverdisease selon la
terminologie anglo-saxonne, se présente comme un spectre d’entités histologiques allant de la
stéatose isolée (accumulation cytoplasmique de triglycérides excédant 5 a 10 % des
hépatocytes), qui est une lésion le plus souvent bénigne, a la stéatohépatite, ou NASH pour
nonalcoholicsteatohepatitis, associant des signes d’inflammation et de souffrance
hépatocytaire (ballonisationhépatocytaire). La NASH est susceptible d’évoluer vers la
cirrhose et ses complications, dont le carcinome hépatocellulaire (CHC), apreés plusieurs

années .

La majorité des patients ayant une NAFLD présente des signes cliniques et biologiques qui
définissent le syndrome métabolique et qui incluent une obésité viscérale ainsi qu’une
insulino résistance. La NAFLD est donc considérée comme la manifestation hépatique de ce

syndrome (Siegel et al, 2009, Starley et al 2010).

2.5.1 complication majeure de la NASH

Entre 8 et 26 % des patients ayant une NASH évolueront vers la cirrhose. L’indice de
masse corporelle (IMC) et le diabéte sont des facteurs de risque indépendants de la
progression de la fibrose (Balsano et al, 2009) . 11 est hautement probable que la majorité des
cirrhoses dites cryptogéniques soit la conséquence de 1’évolution d’une NASH et d’un
syndrome métabolique, car la plupart des patients atteints ont une prévalence élevée de

diabéte et d’obésité (Starley et al 2010).

Une étude récente indique que les patients ayant une cirrhose secondaire a une NASH ont un
risque de développer un CHC proche de celui observé chez les patients ayant une cirrhose
d’étiologie virale C (incidence cumulée annuelle de 2,6 et 4 %, respectivement) . L’obésité
(Nair et al, 2002 , Calle et al, 2003) et le diabéte (Davila et al, 2005, El-Serag et al, 2004)

ont ¢été clairement identifiés comme des facteurs de risque indépendants de CHC.
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Le CHC est d’ailleurs le cancer dont 1I’occurrence et la progression sont les plus fortement
affectées par 1’obésité. A titre d’exemple, il a été montré, dans une étude américaine
prospective conduite pendant 16 ans chez plus de 900 000 patients, que le risque relatif de
mourir d’un CHC est 1,68 fois et 4,52 fois plus élevé chez les femmes et les hommes obéses
(IMC> 35 kg/m2), respectivement (Calle et al, 2003). Le risque de CHC conféré par 1’obésité
résulte vraisemblablement du risque accru de NAFLD pouvant évoluer vers une NASH, mais
il n’est pas exclu qu’il existe également un potentiel carcinogénique propre a I’obésité. Le

risque de CHC

consécutif au syndrome métabolique peut étre trés fortement augmenté — de maniére
synergique — en cas de maladie hépatique sous-jacente liée a une consommation excessive
d’alcool ou a une hépatite virale chronique (Chen et al, 2008 , Hassan et al, 2002). Enfin, les
patients présentant une NASH ont fréquemment une surcharge hépatique en fer, ce qui semble

conférer un risque accru de CHC (Sorrentino et al, 2009).

2.6 I’hémochromatose primitive :

L’hémochromatose est I’expression clinique d’une surcharge viscérale en fer ; elle peut
étre génétique ou secondaire. L’hémochromatose génétique est une anomalie héréditaire,
résultant d’une erreur innée du métabolisme du fer responsable d’une hyperabsorption
digestive de fer conduisant a une surcharge progressive en fer des cellules parenchymateuses
du foie, du pancréas et du cceur ; a la phase d’état, 1’altération de la structure et de la fonction
de ces organes est source de complications (Brissot P et Deugnier , 1999) : cirrhose et
carcinome hépatocellulaire, diabéte sucré, cardiomyopathie, arthropathies, mélanodermie,

insuffisance hypophysaire a prédominance gonadotrope, ostéoporose.

3  Meécanisme de I'hépato-carcinogenese :

L’hépatocarcinogenése ou carcinogénese hépatique comporte plusieurs étapes dont
I’inflammation chronique et la fibrose extensive qui constituent des étapes majeures dans la
transformation hépatique. La cirrhose et 1’hépatite chronique sont considérées comme des

¢tats précancéreux. Plusieurs facteurs, incriminés dans cette carcinogénése, peuvent étre de
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nature virale (HVB, HVC) ou non virale (aflatoxineB1, maladies héréditaires du foie comme

I’hémochromatose) (Maillard, 2011 ; Khalaf et al, 2017). (Figurel) .
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Figure06 : Hépatocarcinogenése : un processus multi-étapes . (Cao, Q. (2014). Caractérisation
moléculaire des carcinomes hépatocellulaires liés au virus de I'hépatite B (Doctoral dissertation) ).

Les études sur les mécanismes de carcinogénese hépatique ont constaté que ces agents
peuvent favoriser le développement de CHC par les altérations génétiques provoquant ainsi de
diverses conséquences :

» altération des voies de carcinogénese (perte de la fonction de protéine suppresseur de tumeur

p53 dans plus d’un quart de tumeurs, répression de la voie de rétinoblastomeRB1)

* activation de la voie de signalisation comme Wnt par mutation de B-caténine ou inactivation
de I’axine
« activation de I’enzyme de I’immortalisation cellulaire (télomerase)

* fréquentes délétions chromosomiques (Merle.,2005) .

Les modifications au niveau de la méthylation de I’ADN, appelées anomalies épigénétiques
ont ét¢ impliquées dans le développement de CHC chez I’homme, dont I’hyperméthylation du
promoteur responsable d’une répression du géne suppresseur de tumeurs pl6. Ces anomalies
épigénétiques sont influencées par des facteurs environnementaux (apport en folates et
méthionine) et génétiques (polymorphisme) (Peyrin-Biroulet et al ., 2006 ; Herceg et
Paliwal .,2011)
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Figure 07 .Progression histopathologique du foie sain vers le CHC (Farazi et
DePinho.,2006)

4 Classification moléculaire des carcinomes hépatocellulaires :

Les cancers sont des « maladies du génome » car elles sont le résultat d’une ou plusieurs
altérations génétiques. L’altération de 1’expression des genes dans les tumeurs peut étre la
conséquence de modifications génétiques (mutation activatrice d'un oncogéne et mutation
inactivatrice d'un géne suppresseur de tumeurs) ou épigénétiques (comme des variations de

méthylation des promoteurs)

4.1  Altérations chromosomiques

Dans les CHC, les hépatocytes tumoraux accumulent un nombre important de
réarrangements chromosomiques conduisant au développement de caryotypes trés complexes.
L'ADN hyperploide a ét¢ mis en évidence par cytométrie de flux dans la cellule tumorale,
indiquant une augmentation moyenne du contenu génétique de la moiti¢ des cas de CHC (

Chiu et al.,1992).
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L'hyperploidie est également présente dans 43 % des 1ésions dysplasiques observées dans les

troubles cirrhotiques (Thomas et al., 1992).

Ces niveaux ¢levés indiquent que la perte de chromosomes accompagnée d'une endomitose

sont les premiers stades de I'hépatocarcinogenese pour le sous-groupe tumoral du

dysfonctionnement chromosomique (Laurent-Puig et Zucman-Rossi .,2006).

. Les études cytogénétique utilisant la CGH (Comparative Genomic Hybridization) ont

démontrés que les bras chromosomiques 17p, 8p, 16q, 16p, 4q, 9p, 13q, 1p, et 6q sont les plus

fréquemment perdus tandis que les bras chromosomiques 1q, 7q, 8q et 17q sont fréquemment

amplifiés (Tableau 1) (Marchio et al.,1997 ; Balsara et al.,2001).

Tableau 1 : Récapitulatif des aberrations chromosomiques et des genes
cibles dans le CHC (adapté de Liu et al., 2014).

7/

Chromosome Type of aberration Frequent abermtion region and candidate target
genes (Location)
19 Eain CKS1B (1g21.2), CHDIL (1g21.1), JTE (1g921),
MDA (1g32.1)
1p Loss p18 (1p32), 14-3-3o0 (1p35), p73 (1p36.3), RIZ
(1p36.13-p36.23)
3q Eain Garikyrin (3g28)
3p LOH, CpG RASSFTA (3p21.3), CTNNET (3p21), TGF-18R11Y
methylation (3g22)
4q LOH
Bp Gain
6q LOH MEP/IGF2ZR (Bg26-g27)
B8aq Eain c-Myc (8q24.21), PTK2 (8q24.3), EIF353 (Bg23.3),
SGK3 (8g13.1)
8p LOH, CpG DEC-7 (8p21.3-22), LPTS (Bp23), CSMDT (8p23.2)
methylation
9p LOH, CpG CDKNZA (9p21), COKNZEB {9g21),
methylation
10q LOH PTENMMACT (10g23.3)
11q Gain cyclinD? (11g913)
11p LOH, CpG KA (Mp11.2), 1GF2 (11p15),. TSLCT (11g23.2)
methylation
13q LOH RbT(13g14.2), BRCAZ2(13g12.3), Tg737 (13g12.1),
TFDPT (13g34). CUL4A (13q34), CDCT (13g34)
16q LOH, CpG CDHT (16g22.1)
mathylation
16p CpG methylation AxinT (16p13.3), SOCS-1 (16p13.3)
17p LOH p53 (17p13.1), HIC-7 (17p13.3), HCCST (17p13.3)
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Ces altérations chromosomiques sont trouvées dans les tissus hépatiques pré- néoplasiques ce

qui indique que l'instabilité chromosomique peut se produire au stade précoce du CHC et

s'accumule pendant la progression tumorale (Kondo et al.,2000).

Ainsi, l'instabilité chromosomique peut entrainer l'activation ou la perte de fonction de
certains oncogénes importants ou de geénes suppresseurs de tumeurs, qui régissent la
croissance cellulaire et la prolifération. Nombreuse études ont montrés que les segments
amplifiés étaient le siége d’un nombre d’oncogene impliqués dans D’inhibition de
I’apoptose, la régulation des mitoses et la promotion de la transition epithélio-
mésenchymateuse (Liu et al.,2014) a "opposé les segments perdus hébergeaient un

nombre de genes suppresseurs de tumeurs (Bressac et al .,1990 ; Satoh et al.,2000).

4.2 Mutations d’oncogénes et des genes suppresseurs de tumeur dans les CHC

Au cours des 20 derniéres années, diverses méthodes ont été utilisées pour classer les
mutations des genes somatiques dans les CSC, mais la plus courante était le séquencage de
genes candidats sur de grandes séries de tumeurs. Récemment, les progres des technologies
révolutionnaires de séquengage de la prochaine génération (NGS) ont permis le séquencage
de tous les exons ou du génome entier. Cette méthode permet de reconnaitre rapidement et
facilement les événements génétiques primaires exhaustifs, y compris les cibles
thérapeutiques moléculaires éventuellement impliquées dans la CHC (figure 3) (Nault et

Zucman-Rossi .,2014). Plusieurs analyses de NGS sont résumées dans le tableau 2.

Tableau 2. Résumé des études de séquencage a haut débit de cancer du foie. .( Li

et Mao.,2013)
Plate-forme d'analyse _[No. échantillons Etiologie Attention particuliére !Haf.
Exome (-18,000 genes) 10 HBV + HCV+NBNC ILi efal.
WGS + Exome 1 HCV Totoki et al.
WGS 1 HBY Metastase multiples  [Tao et al.
WGS + RNA-Seq 4 HBY Integration HBY Jiang et al.
Exome + SNP array 24 Alcool Guichard et al.
WGS 27 HBVY + HCV + NBNC | Tumeurs multicentriques Fujimoto et al.
WGS 88 HBY Integration HBV Sung et al.
Exome 10 HBY Thrombose de la veine porte Huang et al.
WGS 88 HBV+HCV Kan et al.
Exome 87 HBV+HCV+Alcool Cleary et al
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Figure 08. Les voies de signalisation altérées dans I’hépatocarcinogenese. Les voies mutées
récurrentes dans le CHC sont présentées dans le panneau a droit. Les oncogénes sont indiqués
9

en rouge et les génes suppresseurs de tumeur sont en bleu, avec les pourcentages des

mutations (Nault et Zucman-Rossi .,2014)
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4.2.1 Les mutations TP53 :

P53 est le géne suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté dans les CHC. p53
(17p13) dont I’inactivation semble impliquée lors du CHC, une perte d’hétérozygotie, c’est-a-
dire une inactivation bi-allélique de p53 ayant été observée dans 20 a 50 % des CHC
(Debuire et al.,1993). Si les mutations de p53 sont nettement plus fréquentes dans les CHC
liés a une exposition a I’aflatoxine B1(Hsu et al., 1991) , il ne semble pas en revanche
exister d’accumulation particuliere de mutations de p53 dans les CHC ou les hépatopathies
liées au VHC (Caruso et Valentini ., 1999). on retrouve la présence d’un hot spot mutationnel
a la position R249S dans les pays d’Asie du Sud Est (région de Qidong) et d’Afrique Sub-
saharienne (Mozambique) ou la population est fortement exposée a I’AFB1 on retrouve une
association significative entre les mutations de TP53 et les tumeurs ayant une instabilité
chromosomique, fréquemment associées a I’infection par le VHB et présentant un haut niveau
d’activité mitotique. Ces associations n’ont pas été retrouvées dans des séries de CHC
associés a I’infection par le VHC et elles restent a étre précisées dans de plus grandes séries

de CHC associés a I’alcool (CHIANG et al ., 2008) .

4.2.2 pB—caténine et la voie Wnt

Wnt dérive du nom de ses deux orthologues « wingless », identifi¢ chez la
drosophile et « int-1 » chez la souris (Rijsewijk et al., 1987). Les protéines de la
famille WNT sont des ligands sécrétés dans le milieu extracellulaire qui vont se fixer
a différents récepteurs a la surface membranaire tels que « Frizzled » (Fzd) et « low-
density lipoprotein receptor-related protein » (LRP). La reconnaissance du ligand par
son récepteur active la voie de signalisation Wnt/B-caténine en contrdlant la [-
caténine. La B-caténine est un facteur de transcription retrouvé au niveau des
jonctionscellulaires adhérentes ou il interagit avec CDH1 (symbolisé par E-CAD sur

la Figure 15) dans le cytoplasme et le noyau.
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Figure(09 : La voie Wnt/f-caténine (White et al., 2010).

En absence d’activation de la voie de signalisation (Figure 09A), la [l-caténine
interagit avec CDH1 ou est phosphorylée par le complexe de destruction composé de
I’Axine, de « adenomatous polyposis coli » (APC), de la « glycogen synthase kinase
3 » (GSK3) et de la « casein kinase 1 » (CK1). La phosphorylation de la [I-caténine
dans son extrémité N- terminale provoque son ubiquitinylation, ce qui induit son
adressage au protéasome et sa dégradation. Dans cette configuration, I’expression
des geénes cibles de la [J-caténine est inhibée par Groucho, un répresseur
transcriptionnel.

La liaison de Wnt aux récepteurs Fzd et LRP recrute « Disheveled » (DVL) et I’ Axine
a la membrane, ce qui dissocie le complexe de destruction (Figure 09B). La [3-
caténine n’est plus phosphorylée, ce qui lui permet d’échapper a la dégradation par le
protéasome, de s’accumuler dans le cytoplasme et d’étre importée dans le noyau.
Dans ce compartiment, la B- caténine interagit avec les membres de la famille de
facteurs de transcription « T-cell factor/lymphoid enhancer factor » (TCF/LEF) et
active la transcription de génes cibles impliqués dans la différenciation, la
prolifération, la migration et 1’adhésion cellulaire.

La voie Wnt est constitutivement activée dans un tiers des CHC a cause (i) de

mutations activatrices de la B-caténine (abolition de la phosphorylation du domaine
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N-terminal), (i) des mutations perte de fonction d’APC, (ii1) de l'inactivation de
CDHI1 ou (iv) de la surexpression de Fzd ou de WNT .(White et al., 2010). Le
Glypican-3, un corécepteur de Wnt qui est surexprimé dans 72% des CHC, stimule la
voie Wnt/[-caténine et augmente la croissance tumorale en facilitant I’interaction de

Wnt avec ses récepteurs .( Capurro et al.,2005)

4.2.3 Retinoblastoma et les acteurs du cycle cellulaire

Le géne Rb (Rétinoblastoma), localisé sur le chromosome 13q, est le premier géne
suppresseur de tumeur identifié¢ et, avec p53 I'un des plus fréquemment mutés dans les
tumeurs humaines. Des pertes d’hétérozygoties sont fréquemment observées sur le locus 13q
(25 2 50 % des cas de CHC). Cependant, le géne lui-méme est en réalité rarement muté bien
que son expression soit diminuée dans prés de la moitié¢ des cas. L’inactivation de Rb dans le
CHC pourrait donc davantage étre liée a 1’altération des fonctions d’autres acteurs de la voie
de signalisation interagissant avec Rb. Ainsi, I’inactivation du geéne pl6-INK4, semble
constituer une voie majeure d’inactivation de Rb. Si les mutations de ce géne sont rares dans
le CHC, c’est principalement [’association perte d’hétérozygotie — hyperméthylation du
promoteur du gene (environ 50 % des cas) qui semble responsable de I’inactivation de p 16
(JINet al, 2000). La valeur pronostique de cette inactivation dans le CHC reste encore
controversée. D’autres acteurs du cycle cellulaire sont plus rarement touchés. C’est le cas par
exemple de ’amplification génique observée pour certaines cyclines, en particulier D1 ou E
(10 a 20 % des cas) ou de lasurexpression de cdc2, qui, en outre, pourraient constituer des
marqueurs pronostiques défavorable. Plus récemment, une nouvelle protéine aux propriétés
oncogéniques, la gankyrine, impliquée dans le processus de dégradation de Rb par le systéme
protéasome, a été montrée fréquemment sur exprimée dans le CHC. La gankyrine pourrait, de
plus, jouer, un role dans la diffusion métastatique du CHC et ainsi constituer un marqueur

biologique intéressant (FU et al.,2002).

7/



Chapitre01 :Carcinome Hépatocellulaire /

7/

4.2.4 Voie TGF-béta

La perte de la réponse au TGF-béta, un puissant inhibiteur de croissance des cellules
épithéliales, pourrait également jouer un role dans I’inactivation de Rb. Un géne candidat
impliqué dans I’hépatocarcinogénése est situ¢ en 6q25, région chromosomique qui semble
précocement et fréquemment délitée dans le CHC (LOH dans plus de 60 % des cas). Ce gene
pourrait étre le MO6P/IGF2R (mannose6-phosphate/insulin-likegrowth factor 2 receptor)
intervenant dans 1’activation du TGF-béta et la dégradation de I’IGF2, un mitogéne dont
I’expression est fréquemment augmentée dans certains cancers. La présence fréquente de
mutations (plus de 20 % des cas) dans le CHC a toutefois été contestée. Par ailleurs, de rares
mutations ont été mises en évidence dans les geénes de certains médiateurs intracellulaires de

la voie TGF-béta, comme Smad2 ou Smad4.

4.2.5 Oncogénes ras et myc

4.2.5.1 C-Myc Le proto-oncogéne :

Le proto-oncogene c-Myc est un facteur de transcription essentiel, impliqué notamment
dans la prolifération et la différenciation cellulaires, 1’apoptose ou la tumorigenése. Le geéne
c-Myc est amplifié et surexprimé dans environ 30% des CHC, ce qui est associé a un mauvais
pronostic (Abou-Elella et al., 1996). Cette amplification est retrouvée plus fréquemment dans
les CHC peu différenciés, métastatiques, multi-nodulaires, ou qui récidivent. De plus, on
retrouve une corrélation entre la surexpression de c-Myc et I’altération de p53 dans le CHC
(Kawate et al., 1999). L’expression conditionnelle et hépato-spécifique de c-Myc dans un
modele murin suffit a induire des CHC, et a I’inverse, son inactivation conduit a la régression
tumorale des CHC induits chez la souris (Murakami et al., 1993; Shachaf et al., 2004). Ces

travaux démontrent le potentiel oncogénique de c-Myc dans le foie.

4.2.5.2 Activation de la voie Ras

Il existe trois génes de la famille ras : H-ras , K-ras et N-ras . Ces geénes sont activés en
oncogenes par mutations sur les codons 12, 13 et 61. De rares mutations somatiques (Tsuda

et al, 1989, Tada et al, 1990, Ogata et al, 1990, Stork et al 1991, Challen et al, 1992).
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4
sur le codon 61 des génes K-ras et N-ras , et sur le codon 12 des geénes K-ras et H-ras ont été

décrites dans les carcinomes hépatocellulaires. L'observation inconstante de ces mutations
dans le foie non tumoral avoisinant suggere qu'il puisse s'agir d'un événement génétique
précoce dans le développement du carcinome hépatocellulaire (Tsuda et al, 1989, Tada et al,
1990, Ogata et al, 1990, Stork et al 1991, Challen et al, 1992). Une surexpression de p21ras
a également été rapportée aussi bien dans le carcinome hépatocellulaire que dans la cirrhose
(Zhang et al, 1990, Tiniakos et al, 1993) . Elle semble moindre en cas de carcinome
hépatocellulaire peu différenci¢ (Jagirdar et al, 1989). Au total, l'altération des

genes Ras semble présente dans 5 a 10 % des carcinomes hépatocellulaires chez I'homme.

Par ailleurs, des mutations des 3 principaux génes ras ont été observées dans moins de 10 %

des cas. Ces altérations ont été décrites comme des indicateurs de mauvais pronostic [8].
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Figurel0 :Altérations géniques dans les HCC(FU etal.,2002).
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5 Traitement :

Les possibilités de traitement sont généralement réduites par la cirrthose qui limite
I’utilisation de la chimiothérapie.Le pronostic du CHC était considéré comme dramatique il y
a une vingtaine d’années, avec une survie inférieure a un an pour la plupart des patients. A
présent ce scénario a considérablement évolué puisque le taux de survie a 5 ans peut excéder
70 % pour certaines séries de patients. Ces progres sont principalement liés a I’amélioration
de la précocité du diagnostic et de I’efficacité thérapeutique. En effet, le traitement curatif est
aujourd’hui basé sur I’utilisation de la chirurgie, en particulier I’hépatectomie, et surtout la
transplantation hépatique. Ce dernier reste toutefois réservée a un nombre restreint de
patients, notamment en raison de la pénurie de greffon. Cette technique est classiquement
proposée aux patients présentant des tumeurs de petite taille (<3 cm) dont le nombre de
nodules est inférieur a trois et en 1’absence de thrombose portale. Cependant I’hétérogénéité
moléculaire du CHC est telle (petites tumeurs trés agressives versus tumeurs volumineuses
qui ne récidivent que tardivement) que beaucoup d’espoirs résident dans la caractérisation
moléculaire de ce type tumoral, afin d’affiner le pronostic et aussi mieux cibler les patients

pour lesquels ces techniques chirurgicales sont inapplicables (LIOVET et al., 2008)

Le pronostic du CHC ¢était considéré comme dramatique il y a une vingtaine d’années, avec
une survie inférieure 4 un an pour la plupart des patients. A présent ce scénario a
considérablement évolué puisque le taux de survie a 5 ans peut excéder 70 % pour certaines
séries de patients. Ces progrés sont principalement liés & 1’amélioration de la précocité du
diagnostic et de I’efficacité thérapeutique. En effet, le traitement curatif est aujourd’hui basé
sur 1’utilisation de la chirurgie, en particulier 1’hépatectomie, et surtout la transplantation
hépatique. Ce dernier reste toutefois réservée a un nombre restreint de patients, notamment en
raison de la pénurie de greffon. Cette technique est classiquement proposée aux patients
présentant des tumeurs de petite taille (<3 cm) dont le nombre de nodules est inférieur a trois
et en I’absence de thrombose portale. Cependant I’hétérogénéité moléculaire du CHC est telle
(petites tumeurs trés agressives versus tumeurs volumineuses qui ne récidivent que

tardivement) que beaucoup d’espoirs résident dans la caractérisation moléculaire de ce type

7/
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tumoral, afin d’affiner le pronostic et aussi mieux cibler les patients pour lesquels ces

techniques chirurgicales sont inapplicables.
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Figure 11 :Barcelone-ClinicLiver Cancer (BCLC) classement de la mise en scéne et le

calendrier de traitement (LIOVET et al., 2008).
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Figure 12 : concept thérapeutique des HCC(LIOVET et al., 2008)..
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AGENTS ALKYLALTS

1 Définition

Les alkylants font partie d’une des plus anciennes classes de médicaments en
chimiothe rapie. Leur introduction en clinique remonte a" 1942 avec la me'chlore'thamine

pour le traitement des lymphomes (Goodman et al ., 1946)

Les agents alkylants sont capables de former des liaisons covalentes avec les bases puriques
et pyrimidiques de I’ADN. Ces liaisons vont empécher la réplication cellulaire en induisant
des défauts dans la structure normale de la double hélice. Si la cellule ne dispose pas de
mécanismes de réparation de I’ADN, ces altérations vont entrainer I'apoptose. On qualifie
I’ensemble de ces médicaments du terme générique « moutarde a I'azote » en raison de leur
fonction commune bischloroéthylamine. Les principaux représentants sont des
promédicaments (oxazophosphorines) : la Cyclophosphamide (Endoxan®) et I'lsofamide
(Holoxan®) . (Alan et al.,2000)Parmi cette classe de médicament, I'Estramustine associe un
dérivé du 17B-oestradiol a une moutarde a I'azote. Son effet antitumoral serait plus lié a son
interférence avec la formation ou la dépolymérisation des microtubules plutét que son effet
alkylant. Utilisé en monothérapie, ce composé a permis d’améliorer les symptomes de la
maladie cancéreuse mais de nombreux effets secondaires sont apparus (toxicité, activité
procoagulante). Aussi en association avec d’autres agents anticancéreux (en particulier avec

les taxanes), son utilisation est améliorée.

o
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Figurel3: Différentes structures d’agents alkylants
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2 Différents agents alkylants

Les agents alkylants les plus utilisés sont les nitroso-urées , les sels de platine , les
aziridines , les hydrazines et les dérivés de la moutarde a I’azote. Ces derniers sont les plus

étudiées parmi les différents types d’agents alkylants .

2.1 Les nitroso-urées

Les nitrosourées sont des molécules liposolubles, ce qui favorise leur passage a travers la
barriere-hémato-encéphalique. La carmustine (ou BCNU ou Bicnu®) est utilisée dans le
traitement des tumeurs cérébrales malignes. Elle interagit principalement en N7 ou 06 des
guanines (Bodell .,2009) et peut former ou non des cross links interbrins
(Eisenbrand et al., 1986 ;Ali-Osman et al .,1995). Méme si les cross links ne représentent
gque 8% des adduits totaux, la cytotoxicité serait liée majoritairement a leur formation
(Wiencke et al . ,1995). De plus, les |ésions induites en O6 par les nitrosourées sont réparées
par une MGMT comme pour le témozolomide (Ma et al.,2008 ; Yu et al ., 2010). Un
traitement préalable avec un inhibiteur de MGMT sensibilise les cellules a la carmustine et
au témozolomide (Kokkinakis et al .,2003).Enfin, la carmustine stabilise la double hélice et

induit une distorsion minimale de I’ADN (Wilds et al .,2008).

. |
CaHs 0O P-CH-MH-C-N-CHyCH,CI CICTL CTl N —l’i_'— MH—CH—CH,CL
0D 0
Fotémustine Carmustine

Figurel4: Exemples de nitroso-urées.
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2.2 Les sels de platine

Le cisplatinium ou cisplatine (schéma 3), utilisable uniquement par voie veineuse, est

I’agent majeur de la chimiothérapie des tumeurs solides.

Cisplatine

Figurel5 : Exemple de sels de platine.

Il a une action homologue a celle des moutardes azotées, en induisant des liaisons inter et
intracaténaires dans I’ADN et les ponts ADN-protéines. Il inhibe la réparation de ’ADN et

posséde également une action intercalante (Roberts et Friedlos., 1987).

2.3 Moutardes a l’azote

Le nom moutarde vient d'une forme impure du gaz dont I'odeur ressemble a celle de Ia
moutarde. La structure de ces dérivés est assez commune, ils possedent deux chaines
chloroéthyles. Le premier agent anticancéreux a été découvert de maniére fortuite la fin de
la Premiére Guerre Mondiale, du fait des propriétés leucopéniantes sur des soldats gazés par
I'ypérite (Sulfure de bis (2-chloroéthyle)), cette constatation a conduit a explorer son effet

cytotoxique et anti-tumoral (Adair et Bagg., 1931).

EIWEWEI
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Figurel6 : Structure du sulfure de bis-(2-chloroéthyle) (ypérite)
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Il fallu encore plusieurs années pour mettre au point des dérivés
moins toxiques, en remplagant le soufre par I'azote pour obtenir des
moutardes a I'azote. Différentes moutardes a I'azote sont utilisées pour le
traitement de différentes formes de cancers.

2.3.1 Chlorméthine

C'est la premiere molécule a avoir fait la preuve d’une efficacité significative pour
le traitement du cancer de différentes formes, des poumons, des ovaires, et plus

spécialement la maladie de Hodgkin (Goodman et al .,1946).

'I:"lww Wf_.‘l
|
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Figurel7 : Structure de la Chlorméthine (Caryolysine®)

2.3.2 Cyclophosphamide

C'est un agent alkylant de la famille des oxazaphosphorines, utilisé pour le

traitement adjuvant des cancers du sein et des ovaires(Emadi et al., 2009).

Figurel8: Structure du Cyclophosphamide (Endoxan®)
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2.3.3 Le chlorambucil

Dans les années 50, Ross et coll.4 ont synthétisé un analogue arylé de la chlorméthine,
I'acide 4-[4-bis(2-chloroéthyl)aminophényl] butyrique appelé couramment chlorambucil

(CLB) en greffant le groupe actif bis-(B-chloroéthyl)amine sur un support aromatique.

Dans ce cas le noyau aromatique aura tendance a entrainer dans son systéme de résonance
les atomes présentant des doublets. Par conséquent, le doublet de I'azote devient de moins

en moins disponible pour le phénomene de cyclisation (rencontré dans la chlorméthine).

1

NOCHICHZCHzCOOH

1
Acide [[bis-( B-chloréthyl)amino]-4-phényl]|butyrigque

ou chlorambucil ou chloraminophéne

Figurel9 : le métabolite majeur du chlorambucil

On diminue, donc la vitesse de formation de I'ion éthylene-imonium, ce qui entraine une
diminution de la réactivité du produit. Ceci se traduit par un meilleur effet pharmacologique
car l'effet peut s’exercer a plus longue distance et est plus slr. Connors et coll. ont
démontré que le métabolite majeur du chlorambucil était issu d’une B-oxydation de la

chaine butyrique (Sienkiewicz et al., 2004).

3 Mode d’action

Les agents alkylants sont des composés fortement électrophiles qui vont réagir avec
des molécules possédant des radicaux nucléophiles tels que les groupements -SH, -OH, -

COOH ou —NH2 que I'on retrouve dans les acides nucléiques et les protéines (figure20 ).
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Figure 20: Réaction chimique entre un nucléophile et un électrophile, formation d’une

liaison covalente.

L'interaction par liaison covalente entre I'agent alkylant et

I’ADN produit différents types d’adduits:

e enfonction de I'isomérie et du métabolisme de I'alkylant,

la fixation se fait de maniére partielle ou quasi-compléte ; b Cross-hink

e monovalents (sur un nucléotide) ou bivalents (I'alkylant

relie deux nucléotides adjacents pour former des ponts
inter- ou intra-brins) (figure 21);

e au niveau de sites plus ou moins préférentiels au sein

Eeprobiins

de ’ADN qui modifieront la structure de la double Figure 21: Interactions monoou

bivalentes produites par les

hélice (stabilisation/déstabilisation). agents alkylants

La fixation de ces molécules a I’ADN et notamment la formation de crosslinks interbrins
empéche la réplication et la transcription (Noll et al., 2006) . De plus, ces lésions induisent
souvent des cassures simple- ou double-brins de 'ADN ce qui conduit a I'apoptose de la
cellule ou a la mise en exécution des systemes de réparation pour le maintien de la

prolifération des cellules tumorales (phénoméne de résistance).

Les agents alkylants se fixent principalement au niveau des bases puriques, plus
particulierement au niveau des guanines qui présentent quatre sites potentiels de fixation
(N2, N3, N7 et 06), alors que les adénines n’en présentent que deux (N7 et N3) (figure 22).
L'azote N7 de la guanine est la cible principale de l'alkylation puisqu’il a le plus haut
potentiel électrophile de I’ADN, puis les suivants ont des potentiels de moins en moins élevé
: 06- guanine et N3-adénine > N2-guanine, N3 guanine et N7-adénine (Pullman et al.,

1981).
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Figure 22: Sites d’interaction a I’ADN de différents agents alkylants. Les agents surlignés en
jaune sont en essais cliniques.

Par rapport aux caractéristiques énumeérées plus haut, les agents alkylants présenteront une
efficacité cytotoxique et une activité anti-tumorale propre. La compréhension du mécanisme
d’action de chacun d’entre eux permettra le développement de nouvelles molécules qui
contourneront les éventuels phénomeénes de résistance rencontrés. Dans un premier temps,
il est donc important de présenter les avantages et les inconvénients de certains agents
alkylant le grand sillon, connus pour la plupart depuis les années 40. Dans un second temps,
nous verrons que les agents alkylant le petit sillon, découverts plus récemment, sont
faiblement représentés et la majorité d’entre eux sont encore en essai clinique (figure22).
Ces agents sont trées prometteurs car ils pourraient contourner les phénomenes de

résistance rencontrés avec certains agents alkylant du grand sillon.

4 Le Cisplatine

4.1 Historique

Le premier sel de platine a avoir été découvert est le cisplatine ou le cis-dichloro-
diamine-platinium Il : sa premiére synthese date de 1844 (ILTIS, 2013) et a été réalisée pour
la premiere fois par MichelePeyrone, un chimiste italien. Ce n'est qu'en 1965 que les
propriétés cytotoxiques des complexes du platine ont été mises en évidence, au cours
d'expérimentations électrochimiques sur des cultures bactériennes. Barnett Rosenberg a
observé une inhibition de la croissance d'Escherichia coli, lorsque le milieu de culture

contenait du chlorure d'ammonium et qu'il était soumis a un courant électrique établi entre
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2 électrodes de platine. Il a réussi a montrer que cet effet inhibiteur n'était pas di au
courant parcourant le milieu de culture, mais a la formation d'un complexe entre le platine
libéré par les électrodes et les molécules d'ammoniac et de chlorure du bain, c'est-a-dire par
formation de dichlorodiamineplatine. Cette découverte accidentelle a alors lancé une série
d'investigations et d'études sur les effets des composés du platine sur la division cellulaire

(SORIA et al., 2013 ; SAVARY, 2013).

En 1970, B. Rosenberg et ses collegues ont montré que ces composés présentaient une
activité anti-tumorale significative (PAGE et al.,, 1999). Le cisplatine, isomeére cis du
dichlorodiamminoplatine, s’est révélé particulierement actif lors d'expériences sur divers
modeles tumoraux chez le rat et la souris, alors que l'isomére trans était totalement inactif.
Les résultats encourageants des premiers essais cliniques sur des cancers testiculaires ou
ovariens ont conduit a l'autorisation officielle du produit aux Etats-Unis par le 48 Food and
Drug Administration en 1978. Cette molécule a tres vite été reconnue comme efficace dans

de nombreux autres types de cancers (SAVARY, 2013).

4.2 Structure chimique

Le cisplatine est un complexe de métal lourd renfermant un atome central de platine, a

I'état d’oxydation II, Pt2+, entouré de 4 ligands :

- deux ligands chlore, de nature anionique et facilement échangeables par divers

nucléophiles,
- deux groupements amines inertes non échangeables.
Sa formule moléculaire est Cl,HgN,Pt (SAVARY, 2013).

La structure chimique de cisplatine [CDDP cis-diammino-dichloro-platinum] ou Cis-
DDPcomporte un complexe de configuration géométrique plane et carrée (figure23) avec un
atome central de platine et des radicaux de chlore et d'ammonium en position Cis (BOURIN
et al., 1993) . La disposition cis de la molécule est essentielle a son activité car c'est elle qui

lui assure une certaine planéarité. La forme trans est totalement inactive (SAVARY, 2013).
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Figure23 : Structure chimique de cisplatine (BOURIN et al.,1993).

4.3 Caractéristiques physico-chimiques

Le cisplatine est une fine poudre jaune qui se décompose a haute température, a partir de

180°C et de fagon complete a 270°C. Les principaux produits de dégradation sont le chlorure
d’ammonium et I'acide chlorhydrique.

Le cisplatine est peu soluble dans l'eau, insoluble dans I'alcool et I'acétone mais soluble

dans le diméthylformamide. Le cisplatine est tres sensible a la lumiere.

Il peut étre identifié et dosé par spectrophotométrie dans l'ultraviolet et dans le visible

(SAVARY, 2013).

4.4 Meécanisme d’action

De nombreuses études ont porté sur le mécanisme d’action du cisplatine (Rosenberg et
al.,, 1965 ; Rosenberg, 1978) . Il a tout d’abord été montré que le complexe reste dans son
état neutre tant gu’il circule dans les voies sanguines. La concentration en ions chlorures y
est relativement forte (100 mM), et empéche I'hydrolyse du composé. Le cisplatine entre
ensuite dans la cellule par diffusion passive a travers la membrane. La diminution de la
concentration en ions chlorure facilite alors I’hydrolyse en complexes trés réactifs. (figure

24) (Bentefrit, 1996).
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Figure 24: hydrolyse du cisplatine.

Les complexes tres électrophiles obtenus par I’hydrolyse peuvent réagir avec divers nucléophiles
cellulaires, comme I’ARN, I’ADN, les protéines, le glutathion ou la méthionine. Parmi ces composants
cellulaires, les cibles principales sont les atomes d’azote des bases purines et pyrimidines de I’ADN,
c’est a dire les atomes N7 et N1 de I'adénine, N3 de la cystéine et N7 de la guanine. L’établissement
de ces liaisons avec I'ADN double brin donne lieu a différents adduits (figure 25) : bifonctionnels

intrabrin (b) et interbrin (a), ainsi que monofonctionnels (c) (Scott & Bradbury., 1994).

(@) ; (b) ()
6 L

Figure 25 : modes de fixation du cisplatine sur I'ADN!: (a) bifonctionnel interbrin,

(b)!bifonctionnel intrabrin, (c) monofonctionnel
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Dans 90% des cas (figure25 a), les adduits sont formés entre deux bases purines adjacentes
(65% sont formés entre deux guanines adjacentes, et 25% entre une guanine et une
adénine). La formation de ces adduits ADN-cisplatine entraine une modification de la

structure de la double hélice, ce qui perturbe la réplication et la transcription de I’ADN.
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Figure 26 : représentations 2D et 3D de la structure d’un adduit cisplatine- dodécamere.

L'équipe de Coste a travaillé sur ces modifications, en utilisant un dodécameére formant une
double hélice. La structure d’un adduit cisplatine-dodécameére a été résolue par diffraction
des rayons X (Coste et al., 1999). La représentation en trois dimensions de cette structure
(figure26) permet de visualiser les distorsions de I’ADN induites par la présence de platine.
La plus visible d’entre elles est I'angle formé par deux bases initialement paralléles, dont la

valeur est ici de 47°.

4.5 Lésions du Cisplatine
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La plus grande partie du cisplatine (90%) est éliminée par I'organisme (Gormley et al.,
1981) et c’est seulement 2 a 3 % du cisplatine libre qui arrive dans le cytoplasme sous forme
cationique pouvant réagir avec les especes nucléophiles présentes dans les cellules. Dans le
noyau, le cisplatine réagit avec les N7 des guanines et des adénines de I'ADN pour former

principalement des adduits bifonctionnels (Lepre et Lippard, 1990).

4.5.1 Les adduits monofonctionnels

In vitro, la réaction du cisplatine avec I’'ADN se fait en deux étapes. Apres formation d’une
liaison de coordination entre le platine et I'azote N7 d’une purine, I'adduit monofonctionnel,
transitoire, va évoluer en 2-3 heures vers un adduit bifonctionnel apres hydrolyse du second
groupement chloro (Bancroft et al., 1990). La nature transitoire de ce type d’adduit ne
permet pas de déterminer sa structure. Les informations sont obtenues par étude des
adduits des dérivés du platine tel que le diéthylénechlorotriamineplatine(ll) (dienPt) qui ne

peut former que des adduits monofonctionnels.

Les adduits monofonctionnels ne représentent que 1 a 2% des lésions formées par le
cisplatine (Eastman, 1983 ; Fichtinger-Schepman et al., 1985) et peuvent donner naissance a
des pontages ADN-protéine. Aucune torsion de la double hélice n’a été détectée (Bellon et
Lippard, 1990) mais la conformation de I’ADN est perturbée au niveau de la lésion. Cette
dénaturation locale est influencée par la séquence environnante de la base pontée par le

cisplatine (Brabec et al., 1992, 1994).

4.5.2 Les adduits bifonctionnels

Les pontages intrabrins formés entre deux purines présentes sur le méme brin d’ADN sont
les adduits majoritaires du cisplatine (pour revue, Wang et Lippard, 2005). Les adduits 1,2 se
forment entre deux purines adjacentes tandis que les adduits 1,3 se forment avec deux
guanines séparées par une base (figure27). Les pontages interbrins se font dans le site
d(GC/CG) entre les deux guanines présentes chacune sur un brin d’ADN (Lemaire et al., 1991

; Hopkins et al., 1991).
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Figure 27. Nature des adduits bifonctionnels du cisplatine formés avec I’ADN (d’aprés these

de M. A. Elizondo-Riojas, 2001).

Les adduits intrabrins 1,2-d(GpG) et 1,2-d(ApG) sont les adduits majoritaires formés par le
cisplatine (respectivement 65 et 25% de la totalité des adduits du cisplatine). La guanine est
dix fois plus réactive avec le cisplatine que I'adénine (Caradonna et al., 1982). Il a été montré
(Monjardet-Bas et al., 2003 ; Mantri et al., 2007) que la préférence du cisplatine a former

les adduits ApG plutot que GpA est due a la cinétique de la platination.

Les adduits 1,3-d(GpNpG) ne représentent que 5 a 10% des adduits (FitchtingerSchepman et
al.,, 1985 ; Eastman, 1987) tandis que les adduits interbrins et les adduits pontages
ADN/protéine sont minoritaires (Plooy et al., 1984 ; Roberts et Friedlos, 1987) (tableau03).
Les études in vivo sur ’ADN de cellules de patients traités au cisplatine donnent les mémes

résultats (Fichtinger-Schepman et al., 1987).
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Tableau03. Caractérisation des adduits du cisplatine : pourcentage de chaque adduit et
déformations de I’ADN engendrées (d’aprés Kartalou et Essigman, J. M., 2001 ). Les
techniques d’analyses des déformations (torsion et déroulement) sont I’électrophorese (a),

la cristallographie (b) et la RMN (c)

At %% de Ia Courbure de | Déroulement de Références hibliographigues
testalive des 1" AN den =) " ADN fen ™)
addduzis
hanofonctionmel | n] Z{al Bellon et Lippard, 1960
ADM-profdéine
Imtrabrin I, 2- G35 32-34 (a) 13 (a} [ Bellon ef Lippord, 1998
diCrpCr) 39-55 [b) Toekhoro ot coll., 19495
TR (ch 25 (ch Gielason e Lippand, 1998
58 (cd EANT4 ] Wang et coll |, 1995
Inrabrin 13- 510 334 (a) | 13 (a) ' Bellon et Lippard, 1990
di A pis) 55 (¢ Fouchet et coll., 1997
Ingrabrin 13- q-1il 5 0(ah 23 (ap Arnin el Leng, 19%5H)
A Crpt e Bellon et Lippard, 19500
20 (eh 19 () van Garderen ef van Hote, 190
Interbran 1 45 (ab T (ah Malinge et coll . 19494
diG=pC G p) 47 (b T0 (b} Caoste et ool 1999
M (ch BT (¢} Huamz et coll | P95
A [ch Té (e I":ar|m-':| er coll . 1990

4.6  Mécanismes de résistance au cisplatine.

La chimiorésistance peut se définir comme la capacité des cellules cancéreuses a survivre
a D’exposition d’agents cytotoxiques. Elle constitue la premicre cause d’inefficacité de la
chimiothérapie. Elle se manifeste soit d’emblée, on ’appelle alors chimiorésistance innée
(c’est le cas pour les cancers du rein), soit progressivement au cours du traitement, auquel cas
elle sera dite acquise (cas des leucémies, cancers du sein, etc.). Il est important de garder a
I’esprit que le métabolite actif du cisplatine réagit avec d’autres molécules que I’ADN, par
exemple avec I’ARN ou certaines protéines. Ce complexe a ¢galement de fortes affinités pour
les molécules contenant des thiols, en particulier la cystéine, le glutathion réduit, la
méthionine, etc. Le glutathion (GSH) est un tripeptide de séquence Glu-Cys-Gly (figure 28).
Sa concentration de 0,5 a 10mM fait de lui le thiol le plus abondant de la cellule. Ce
nucléophile réagit avec le cisplatine, pour former un complexe platine-GSH qui est ensuite
¢liminé de la cellule (Ishikawa & Ali-Osman., 1993) . Le glutathion protége donc la cellule

en interceptant les métabolites réactifs du cisplatine avant qu’ils ne puissent réagir avec
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I’ADN. Les adduits cisplatine-glutathion ont été caractérisés par Dedon et Borch en 1987
(Dedon & Borch, 1987) par spectroscopie Infra rouge. L’absence de la bande caractéristique
de la liaison S—H leur a permis de conclure que le tripeptide se fixe au platine par 1’atome de

soufre de la cystéine.
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Figure 28 : structure du glutathion

Le glutathion protége aussi la cellule en favorisant la réparation de I’ADN, probablement en
stabilisant les enzymes nécessaires (comme I'ADN polymérase a), ou en favorisant la
formation de désoxyribonucléotides (Wong & Giandomenico, 1999) . Certaines lignées de
cellules possédant une chimiorésistance acquise au cisplatine montrent un taux de
glutathion particulierement élevé. Il est donc probable que le stress créé par la tumeur

augmente la capacité de la cellule a produire du glutathion (Chu, 1994) .

Le glutathion est donc particulierement impliqué dans le mécanisme de résistance au
cisplatine en formant des espéces inactives avec le médicament, et en favorisant la

réparation de I’ADN.
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1 Matériel et méthodes :

Vu le contexte de la pandémie a Covid-19 et suite aux restrictions imposées par le
confinement, 1'accés au laboratoire pour la réalisation de la partie pratique au sein de la salle
de la culture cellulaire ét¢ impossible. Cause pour laquelle on s'est limité dans notre travail
pratique a l'analyse de données fournies par notre encadreur. Nous présentons ici juste le

protocol d'obtention de ces données.

1.1 Lignées et cultures cellulaires :

Trois lignées d'hépatocarcinomes: Hep3B et SNU449 et Huh7 disponibles et stockées
d'une maniére régulicre dans de l'azote liquide ont fait I'objet de notre étude. Ces lignées

cellulaires sont toutes commercialisées chez American Type Culture Collection ( ATCC).

Les cellules de la lignée Hep3B et Huh7sont cultivées dans le milieu DMEM Hight Glucose,
4,5¢/1. Les cellules des lignées Snu449 sont cultivées dans le milieu RPMI 1640. Les
milieux sont supplémentés de 10 % (v/v) de sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté, 1 %
d'acides aminés non essentiels et 1 % d’antibiotiques (pénicilline, streptomycine). Les cellules
de toutes les lignées sont cultivées sur plastique a 37°C dans une étuve saturée en humidité
sous une atmosphere contenant 5 % de CO2. Toutes les lignées cellulaires étaient

réguliérement testées pour la contamination par les mycoplasmes .

2 Test de cytotoxicité

2.1 Traitement des cellules par le Cisplatine

Sachant que la majorité des cellules tumorales se multiplient plus rapidement que les
cellules saines, les molécules impliquées directement ou indirectement dans les mécanismes
de prolifération cellulaire et plus particuliecrement I’ADN nucléaire et les protéines nucléaires
associées, représentent de multiples cibles privilégiées des traitements antitumoraux

classiques. La toxicité cellulaires du cisplatine, largement utilisées en chimiothérapie

et affectant la structure de I'ADN a été évaluée par le test de cytotoxicité. Cette molécule
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qualifiée d'agent intercalant forme des ponts inter-brins (également dénommés «

adduits » ou « Interstrand-Crosslinks », ICL) qui consistent en un lien covalent entre les 2
brins de I’ADN, générant des distorsions prononcées de la double hélice. La conséquence
directe est que la réplication est rendue impossible : le « réplisome » ne peut plus
progresser, car les brins ne peuvent plus étre séparés, ce qui engendre un blocage de la
fourche et des cassures d'ADN double brin (McHugh et al., 2000, Tercero et al., 2001,
Deans & West, 2011).

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits a des densités relatives

au pouvoir prolifératif de chaque lignée. Apres 24h d'incubation a 37°C (5 % de Co2 ) les
cellules de chacune des lignées ont été traitées a des concentrations croissantes, obtenues
par des dilutions en cascade, par les différentes drogues. Les plaques sont ensuite mises en

culture a 37°C pendant 96h. Pour chaque lignée un ensemble de trois expérience indépendante

et des triplicats de chaque concentration ont été réalisées.

2.2 Evaluation de la viabilité cellulaire au bleu de méthyléne

Apres 96 heures de traitement des cellules en plaque 96 puits, les surnageants de culture
sont ¢liminés et les cellules sont rincées avec du PBS 1X puis fixées a 1’éthanol absolu froid (-
20°C) pendant 15 minutes a température ambiante. Apres ¢limination de 1’éthanol et séchage
des puits 20 mn a 37°C les cellules sont colorées pendant 10 minutes par une solution de bleu
de méthyléne a 5% en tampon borate. Le bleu de méthylene pénétre dans les cellules fixées et
n’est pas éliminé par les ringcages a 1’eau successifs. Une fois les plaques séchées 1heure a
37°C , les cellules fixées et colorées en bleu sont lysées par une solution d’acide
chlorhydrique 0,1 M. Ainsi, I’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de
cellules vivantes dans chaque puits. La mesure de 1'absorbance a 570nm a été réalisée par un

lecteur de microplaque. une valeur de 100% a été affectée aux puits témoin sans traitement.

Les moyennes des DO obtenues et la normalisation des pourcentage de vie sont calculés par
Excel et la concentration de drogue qui réduit le nombre de cellules de 50% apres 96h de

traitement (IC50) a été calculée par le GraphPadPrism
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3 Résultats

3.1  Analyse des données
3.1.1 Effet du Cis-platine sur les différentes lignées de carcinomes hépatocellulaires.

La lignée Hep3B
Tableau 04 : les moyennes des DO obtenues et la normalisation des percentages de vie de
Hep3B calculé par Excel.
Cisplatine (uM)
0,1 0,5 1 2,5 5 10 20 40
1,00E-03 | 5,00E-01 | 1,00E+00 | 2,50E+00 | 5,00E+00 | 1,00E+01 | 2,00E+01 | 4,00E+01
Hep3B-1 2,476 1,555 0,776 0,472 0,245 0,175 0,094 0,084
3500cell/pt 2,521 1,694 0,870 0,461 0,289 0,198 0,182 0,146
2,470 1,618 0,817 0,402 0,290 0,187 0,178 0,086
Hep3B-2 2,810 1,610 0,895 0,531 0,341 0,366 0,356 0,301
3500cell/pt 2,692 1,731 0,912 0,522 0,434 0,269 0,345 0,344
2,740 1,597 0,874 0,571 0,352 0,334 0,331 0,319
Hep3B-3 2,612 1,663 0,892 0,522 0,357 0,296 0,283 0,301
3500cell/pt 2,511 1,644 0,711 0,445 0,383 0,297 0,282 0,284
2,591 1,570 0,788 0,505 0,367 0,286 0,247 0,274
Moy DO -1 2,49 1,62 0,82 0,45 0,27 0,19 0,15 0,11
Moy DO -2 2,75 1,65 0,89 0,54 0,38 0,32 0,34 0,32
Moy DO -3 2,57 1,63 0,80 0,49 0,37 0,29 0,27 0,29
Moy DO
Tot 2,60 1,63 0,84 0,49 0,34 0,27 0,26 0,24
Noml-1 100 65,18 32,99 17,88 11,04 7,50 6,08 4,23
Noml-2 100 59,91 32,53 19,70 13,67 11,76 12,52 11,70
Noml-3 100 63,22 31,00 19,08 14,35 11,39 10,53 11,14
Noml tot 100 62,68 32,17 18,92 13,06 10,28 9,81 9,13
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Figure29 : Effet du Cisplatine sur la prolifération des cellules de la lignée cancéreuse Hep3B

La lignee Snu449

Tableau 05 : les moyennes des DO obtenues et la normalisation des percentages de vie de

Snu449 calculé par Excel.

Cisplatine(uM)
0,1 0,5 1 2,5 5 10 20 40

1,00E-03 5,00E-01 1,00E+00 2,50E+00 5,00E+00 1,00E+01 2,00E+01 4,00E+01
Snu449-1 1,354 1,391 1,226 1,060 1,020 0,774 0,638 0,432
4000cell/pt 1,368 1,306 1,346 1,063 0,979 0,782 0,679 0,481

1,345 1,277 1,312 1,095 0,996 0,791 0,652 0,413
Snu449-2 1,352 1,313 1,328 1,244 1,146 0,963 0,759 0,623
4000cell/pt 1,276 1,231 1,293 1,182 1,086 0,925 0,749 0,638

1,339 1,373 1,272 1,185 1,084 0,880 0,763 0,641

LT

o+

Pourcentage de survie

Log [Cisplatine (uM)]

40

20
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)

S .9 9 9

Log [Cisplatine (uM)]

MoyDO -1 1,36 1,32 1,29 1,07 1,00 0,78 0,66 0,44
MoyDO -2 1,32 1,31 1,30 1,20 1,11 0,92 0,76 0,63
MoyDO -3 1,31 1,25 1,22 1,07 0,87 0,61 0,58 0,34
MoyDO

Tot 1,33 1,29 1,27 1,11 0,99 0,77 0,66 0,47
Noml-1 100 97,71 95,50 79,12 73,64 57,71 48,41 32,60
Noml-2 100 98,74 98,13 91,03 83,59 69,78 57,25 47,95
Noml-3 100 95,40 93,26 81,51 66,09 46,55 44,11 25,74
Noml Tot 100 97,29 95,64 83,85 74,46 58,04 49,93 35,44

100
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Figure 30 : Effet du Cisplatine sur la prolifération des cellules de la lignée cancéreuse Snu449

/

Pourcentage de survie

La lignee Huh7
Tableau 06 : les moyennes des DO obtenues et la normalisation des percentages de vie de
Huh?7 calculé par Excel.
Cisplatine (uM)
0,01 0,025 0,05 0,1 0,25 0,5 1 2,5
1,00E-03 | 5,00E-01 | 1,00E+00 | 2,50E+00 | 5,00E+00 | 1,00E+01 | 2,00E+01 | 4,00E+01
Huh7-1 2,291 2,082 1,911 1,473 1,121 0,861 0,626 0,518
4000cell/pt| 2,248 2,093 1,957 1,436 1,142 0,853 0,650 0,528
2,309 2,108 2,018 1,453 1,165 0,950 0,580 0,439
Huh7-2 2,760 2,767 2,563 2,197 1,829 1,560 1,351 1,105
4000cell/pt| 2,764 2,624 2,474 1,971 1,686 1,523 1,410 1,068
2,906 2,634 2,459 2,019 1,738 1,557 1,364 1,140
Huh7-3 2,598 2,424 2,354 1,951 1,541 1,324 1,001 0,702
4000cell/pt| 2,746 2,614 2,446 1,984 1,614 1,248 1,089 0,726
2,915 2,640 2,559 2,038 1,676 1,371 0,979 0,831
MoyDO-1 2,28 2,09 1,96 1,45 1,14 0,89 0,62 0,50
MoyDO-2 2,81 2,68 2,50 2,06 1,75 1,55 1,38 1,10
Moy DO-3 2,75 2,56 2,45 1,99 1,61 1,31 1,02 0,75
MoyDO
Tot 2,62 2,44 2,30 1,84 1,50 1,25 1,01 0,78
Noml-1 100,00 91,75 85,95 63,70 50,06 38,90 27,10 21,69
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Figure 31 : Effet du Cisplatine sur la prolifération des cellules de la lignée cancéreuse Huh

Le bleu de méthyleéne a été utilisé afin d'évaluer l'effet cytotoxique du Cisplatine envers les

trois lignées de cellules étudiées. Apres 96 heures de traitement, les résultats obtenus ont
montré, pour les trois lignées une diminution de la viabilité¢ cellulaire proportionnelle a
I'augmentation de la concentration du cisplatine. Les  concentrations  croissante  du
Cisplatine de 0,5 a 40uM n’ont pas exercé le méme effet sur les trois lignées des cellules
dont la réduction du nombre cellulaire différe d’une lignée a une autre. Toutefois, il est
intéressant de noter que la moyenne de plus de 50% de survie cellulaire des lignées Hep3B,
Snu449 et Huh7 est inhibée a des concentration de 0,5 puM, 10 uM et 0,25 uM

respectivement.

3.2 Profil de la résistance des cellules du CHC au Cisplatine

La réponse de trois lignées cellulaires d'hépatocarcinome a un agent alkylant a été évaluée
par leur viabilité cellulaire. Le choix du Cis-platine a été basé sur sa capacité a engendrer, par
liaison covalente, des pontages interbrins au niveau de la molécule d'ADN empéchant sa
réplication et sa transcription (Noll et al.,2006). De plus, ces lésions induisent souvent des
cassures simple- ou double-brin de I’ADN ce qui conduit a I’apoptose de la cellule ou a la
mise en exécution des systémes de réparation pour le maintien de la prolifération des cellules
tumorales (phénomene de résistance).

L' effet du Cis-platine sur la croissance globale des différentes lignées étudiées (Huh7, Hep3B
et Snu449) a été évalué par le test de cytotoxicité. Dans nos conditions expérimentales, on a
sélectionné la lignée Huh7 comme référence pour I'évaluation de la résistance des autres
lignées cellulaires de CHCs testées. En effet, la lignée Huh7 est déficiente dans la réparation
des pontages interbrins a cause d'une mutation dans l'un des groupes de complémentation
(FANCC) des génes responsables de 1'Anémie de Fanconi et démontre une hypersensible aux
traitement testé¢ (Palagyi et al., 2010).

Chaque test de cytotoxicité a été réalis€ au moins trois fois en triplicats et la concentration

pour laquelle 50 % des cellules sont vivantes apres traitement (IC50) a été déterminée . Les
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IC50 ont ¢été moyennées sur les 3 lignées du CHC. Le tableau08 résume les valeurs des IC50
et la résistance relative des deux phénotypes des lignées cellulaires d'hépatocarcinomes

testées et comparées a Huh7.

Le tableau07: les valeurs des IC50 et la résistance relative des deux phénotypes des lignées
cellulaires d'hépatocarcinomes testées et comparées a Huh7

Lignées cellulaires Cis-platin
du carcinome hépatocellulaire

IC50 (M) RR*
Huh 7(déficiente) 0.1528 1
Hep3B 0.3527 2
Snu449 9.586 63

RR*: Résistance relative comparée a la lignée cellulaire Huh7 hypersensible.

Les deux lignées de carcinomes hépatocellulaires montrent une résistance plus au moins
consistante au Cis-platine. Comme le montre le tableau, les cellules des deux lignées Hep3B
et Snu449 présentent une résistance relative au Cisplatine 2 et 63 fois, respectivement, plus
¢levées comparée a Huh7.

Une hyper résistance est marquée dans la lignée cellulaire Snu449.
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4 Discussion

Les différentes lignées cellulaires d'hépatocarcinome utilisées dans notre étude sont
classée en deux phénotype cellulaire . La classification des lignées cellulaires du CHC en
types "épithélial " tels que Huh7 et Hep3B et "mésenchymateux" tel que Snu449 est basée sur
leurs critéres morphologiques in vitro et leur expression différentielle de certains marqueurs
tels que 1I' E-cadhérine et la vimentine (Fuchs et al., 2008; Yuzugullu et al., 2009). La
transition entre les deux phénotype (TEM: Transition Epéthélio-Mésenshymateuse) est pré-
requis pour la progression tumorale, suggérant que le phénotype épithélial et le phénotype
mésenchymateux, correspondent respectivement aux stades précoce et avancé du CHC.

La carcinogenese hépatique, fréquente en cas de cirrhose, est un processus multifactoriel et
séquentiel. 1’apparition du CHC nécessite une phase d’initiation des hépatocytes, puis de
promotion tumorale et de progression. Dans ce schéma, les hépatocytes accumulent
progressivement des anomalies moléculaires responsables des troubles fonctionnels (touchant
notamment la réplication cellulaire), qui vont conférer a certains clones cellulaires un
avantage de croissance. La transition vers les stades les plus évolués des CHCs est
accompagnée par de véritables changements matérialisés par une transcription génique
différentielle conférant a ces stades avancés leurs phénotypes malins et immortels.

L’émergence de la résistance aux drogues utilisées en thérapie conventionnelle présente un
obstacle majeur dans le traitement des carcinomes hépatocellulaires (Wong et al., 2009).
Dans notre étude, 1'évaluation de la réponse des lignées cellulaires d'hépatocarcinomes a
montré une résistance remarquable de la lignée cellulaire Snu449 de type mésenchymateux au
cisplatine, agent induisant des pontages interbrins de I'ADN. Les pontages inter-brins de
I'ADN sont des lésions extrémement cytotoxiques qui, par la création de liaison covalente
entre les brins Watson et Crick de I'ADN, bloquent la réplication et la transcription de I'ADN.
Les agents pontant I'ADN sont largement utilisés dans la chimiothérapie, mais leur efficacité
est souvent limitée par l'activation fréquente des mécanismes de réparation au sein des

tumeurs et par conséquent, l'acquisition de résistance.
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Conclusion

Le carcinome hépatocellulaire est une des principale cause de mortalité chez les patients
cirrhotique. Les possibilités de traitement sont généralement réduites par la cirrhose qui
limite 1’utilisation de la chimiothérapie. Les résultats des chimiothérapies systémiques restent
décevants chez les patients présentant un carcinome hépatocellulaire inopérable,
probablement di a la forte et fréquente expression de geénes impliqués dans la résistance
pleiotropique aux agents anticancéreux conventionnels (MDR, MRP, haut niveau de

thymidilate synthase, ...).

De plus, ’administration de la chimiothérapie chez le patient cirrhotique est souvent délicate
pour de nombreux médicaments a métabolisme ou excrétion hépatique, la réduction de la
capacité du foie a métaboliser et a excréter les agents cytotoxiques s’accompagnant dans ce
cas d’une augmentation de la toxicité. Le recours a d’autres alternatives semble impératif.
Cependant, le développement des thérapies ciblés a conduit a des avancés dans le traitement

des cancers.
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Réesume

Résumé

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est un des cancers les plus fréquents a 1’échelle
mondiale et constitue un probléme de santé publique majeur. Généralement développé dans
un contexte d’hépatopathie chronique, le plus souvent cirrhotique, il présente un mauvais
pronostic, en partie du fait de sa forte résistance aux agents chimio-thérapeutiques. Le
caractere fortement résistant des CHC envers les thérapies conventionnelles, a été en partie
attribué a son insensibilité aux agents anti-tumoraux et plus particulicrement a la difficulté de
ce type de tumeur a entamer un processus de mort cellulaire. deux lignées de carcinome
hépatocellulaire ont fait I’objet de I’étude de leurs profils de résistance vis-a-vis le cisplatine,
un des agents pontant I’ADN et largement utilis¢ en chimiothérapie.L'évaluation de la
viabilité cellulaire aprés traitement des cellules par des concentrations croissantes de cette
drogue et le calcul de la concentration inhibitrice de 50 % de survie (IC50) a démontré une
sensibilité différentielle des trois lignées qui peut étre attribué a leur phénotype cellulaire.

Mots clés : carcinome hépatocellulaire , agents alkylants, Cisplatine, IC50, sensibilité

abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common cancers worldwide and
is a major public health problem. Generally developed in a context of chronic liver disease,
most often cirrhotic, it has a poor prognosis, partly due to its strong resistance to
chemotherapeutic agents. The strong resistance of HCC to conventional therapies has been
partly attributed to its insensitivity to anti-tumor agents and more particularly to the difficulty
of this type of tumor to initiate a process of cell death. Two hepatocellular carcinoma lines
were studied for their resistance profiles to cisplatin, one of the DNA-bridging agents widely
used in chemotherapy. The evaluation of cell viability after treatment of the cells with
increasing concentrations of this drug and the calculation of the 50% survival inhibitory
concentration (IC50) demonstrated a differential sensitivity of the three lines that can be
attributed to their cell phenotype.

Keywords: hepatocellular carcinoma, alkylating agents, Cisplatin, IC50, sensitivity,
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