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« L’anesthésique n’est donc pas un poison spécial du systeme nerveux : il
anesthésie tous les €léments, tous les tissus en engourdissant, en arrétant
momentanément leur irritabilité nutritive. »

Claude Bernard, 1875
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Avant-propos

Treize ans se sont déja écoulés depuis la publication d’une petite étude rétrospective suggérant
un effet protecteur de I’anesthésie locorégionale contre les récidives tumorales apres chirurgie
carcinologique mammaire (1). Petite étude qui a ouvert un nouveau pan de recherche en
anesthésie. Parallélement aux études cliniques prospectives en cours dont le but est de
confirmer cet effet protecteur, des études fondamentales s’attachent a découvrir les mécanismes
sous-tendant cet effet. Cliniciens et chercheurs travaillent ainsi en tandem pour faire évoluer la
prise en charge périopératoire des patients opérés pour cancer.

En tant qu’anesthésiste-réanimateur dans un service de gynécologie-obstétrique, c’est tout
naturellement que je me suis intéressée aux effets de 1’anesthésie en chirurgie carcinologique
mammaire et en particulier aux effets directs de la lidocaine sur la progression tumorale.
Apres avoir fait des rappels généraux sur le cancer du sein, j’explique dans une revue narrative
pourquoi la période périopératoire est une période a haut risque dans la prise en charge des
patients atteints de cancer puis comment I’anesthésie peut jouer un role dans ce contexte et
notamment quels sont les effets des anesthésiques locaux dans ce contexte. Une revue de la
littérature sur les effets potentiellement anti-tumoraux de la lidocaine termine I’introduction.
Le travail expérimental sera présenté en 3 parties :

- Je me suis tout d’abord attachée a montrer un effet antitumoral de la lidocaine sur des
cellules de cancer du sein in vitro puis in vivo,

- La seconde partie s’attache a mettre en évidence des mécanismes moléculaires
expliquant les effets de la lidocaine sur le cancer du sein par une approche globale
s’aidant d’outils « omics »,

- La troisieme partie teste I’hypotheése d’une action de la lidocaine sur le canal sodique
voltage-dépendant surexprimé dans une lignée de cellules cancéreuses dites triple-
négatives.

Enfin la discussion permettra une ouverture sur les effets potentiels de 1’utilisation de la

lidocaine en chirurgie carcinologique mammaire.
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Le cancer du sein : premier cancer féminin
Epidémiologie

Avec 18 078 957 nouveaux cas et 9 555 027 déces en 2018, le cancer reste la premicre
cause de mortalité dans le monde. Avec des projections dépassant les 16,3 millions de déces en
2040, c’est un enjeu majeur de santé publique (Source Globocan 2018, OMS).

Avec 58 968 nouveaux cas en France métropolitaine en 2017 (sources Institut national
du cancer INCa), le cancer du sein est le premier cancer féminin en termes d’incidence. Bien
qu’il y ait eu une diminution des taux d’incidence et de mortalité de I’ordre de -1,5% par an en
moyenne entre 2005 et 2012, il est toujours la cause de 11 883 déces estimés en 2017, soit 18,2
% des déces féminins par cancer, et prés de 8 % de I’ensemble des déces par cancer, tous sexes
confondus, avec un 4ge médian au moment du déces de 73 ans. La survie nette standardisée sur
I’age s’est améliorée, elle est actuellement de 87 % a 5 ans et 76 % a 10 ans.

En France, en 2015, il a été recensé 75 327 exéréses de cancer du sein' et donc tout

autant d’actes anesthésiques en lien avec cette chirurgie.

Processus d’oncogenese

L’oncogenése est un processus complexe qui fait intervenir plusieurs facteurs. Deux
théories s’affrontent de maniere dichotomique : la théorie des mutations somatiques ou somatic
mutation theory (SMT) ou I’accumulation des mutations dans le génome d’une cellule normale
unique est responsable des transformations d’une telle cellule en un néoplasme et la théorie du
champ d’organisation tissulaire ou tissue organization field theory (TOFT) ou le cancer est une
maladie des tissus, ot les cancérigenes et les mutations dans la lignée germinale peuvent altérer
les interactions normales entre le stroma et I’épithélium adjacent, 1’état par défaut de toutes les
cellules étant la prolifération (2). Toujours est-il que 1’oncogenése reste un mécanisme
progressif résultant d’événements épigénétiques et génétiques favorisant 1’acquisition de
propriétés particulieres aux cellules cancéreuses. En 2000, Hanahan et Weinberg ont déterminé

dans une revue les six caractéristiques des cellules cancéreuses ou Hallmarks du cancer (3) :

. l'autonomie en signaux de croissance
. l'insensibilité aux signaux inhibiteurs de la croissance
. la capacité a échapper a I'apoptose

1 La chirurgie ambulatoire dans le cancer - Evolutions de 2010 4 2015, Fiche d’analyse, collection Les Données, INCa, avril 2018
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. la capacité a se répliquer indéfiniment
. l'induction de l'angiogen¢se
. la capacité a former des métastases.
Ces hallmarks ont été réactualisés en 2011 et quatre autres caractéristiques s’y sont ajoutées
(4):
e la dérégulation du métabolisme énergétique cellulaire
e la capacité a échapper a la surveillance par le systéeme immunitaire
e [D’induction de I’inflammation
e [Dinstabilité et les mutations du génome.
Schématiquement, le processus d’oncogenese comprend plusieurs étapes: une phase
d’initiation ou la cellule va acquérir des propriétés de « hallmarks », une phase d’expansion
clonale ou la tumeur primitive va croitre sous le controle de ’environnement et induire
I’angiogenese pour assurer l’arrivée de nutriments et d’oxygene nécessaires a son
développement puis une phase de progression ou des cellules tumorales vont acquérir des
propriétés invasives et migratoires. Dans la phase d’invasion et de métastases, les cellules
cancéreuses vont réorganiser le microenvironnement et dégrader les composants de la matrice
extracellulaire pour s’échapper dans la circulation vasculaire ou lymphatique.
Classification moléculaire des cancers du sein
Il existe différentes classifications des cancers du sein (clinique, histologique, moléculaire).
Dans le cadre de cette thése, nous nous attarderons sur la classification moléculaire issue de la
conférence de consensus de Saint-Gallen dont peuvent découler les thérapeutiques (5). Les
cancers du sein sont ainsi classés dans 3 sous-groupes principaux les luminal-like, les HER2+
et les triple-négatifs.
Luminal-like
Ces tumeurs surexpriment le récepteur aux cestrogénes (RE) et/ou le récepteur a la progestérone
(RP) et représentent 60% des cancers diagnostiqués. Elles possédent un profil moléculaire
proche de celui des cellules luminales différenciées des canaux mammaires et expriment des
marqueurs luminaux comme les cytokératines 8/18 et 19. Il existe trois sous-types :
» luminal A : ce groupe RE+/RP+/HER2-, de statut prolifératif faible (Ki67 faible), est
traité par hormonothérapie exclusive sauf si facteurs de risque associés.
» luminal B/HER?2- : ce groupe RE+ et/ou RP+, HER2-, de statut prolifératif fort (Ki67

fort), est traité par hormonothérapie +/- chimiothérapie.
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» Luminal BJHER2+ : ce groupe RE+ et/ou RP+, HER2+, de statut prolifératif indifférent,

est traité¢ par hormonothérapie, chimiothérapie et trastuzumab.
HER2+
Ces tumeurs surexpriment le récepteur HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor de
type II) et seraient issues d’un progéniteur luminal tardif. Elles concernent environ 20% des
cancers. Initialement de trés mauvais pronostic, elles bénéficient aujourd’hui de thérapies
ciblées par anticorps dirigés contre le récepteur HER2, par exemple 1’herceptin (Trastuzumab
®). Il existe deux sous-types :

» Luminal B/HER?2 : ce groupe RE+ et/ou RP+, HER2+, est traité par hormonothérapie,
chimiothérapie et trastuzumab.

» HER2+ non luminal : ce groupe RE-/RP-/HER2+ est traité par chimiothérapie et
trastuzumab.

Triple-négatif

Ces tumeurs n’expriment aucun des trois récepteurs : ni RE, ni RP, ni HER2, d’ou leur nom de
triple négatif. Elles expriment au moins un des marqueurs des cellules basales comme les
cytokératines 5 et 6, la vimentine. Elles représentent 10% des cancers du sein. De prise en
charge difficile, ces tumeurs de mauvais pronostic sont traitées par chimiothérapie. Il existe
deux sous-types :

» basal-like : ces tumeurs seraient issues de progéniteurs luminaux, et non basaux. Elles
représentent un sous-groupe moléculaire hétérogene de tumeurs.

» claudin-low : ces tumeurs seraient issues des cellules souches mammaires. Elles ont
une expression faible des claudines, et de I’E-cadhérine, caractéristique de la transition
épithélio-mésenchymateuse.

» Normal-like : de pronostic intermédiaire, ces tumeurs présentent un profil moléculaire
proche du tissu mammaire normal. Ce sous-groupe est remis en question du fait d’une
grande proportion de cellules épithéliales normales.

Prise en charge thérapeutique
La prise en charge des cancers du sein est multidisciplinaire. Elle s’appuie sur des référentiels
issus de groupe de travail pluridisciplinaires. Nous résumerons ici quelques principes en nous

appuyant sur le référentiel des réseaux régionaux de cancérologie d'Alsace (CAROL), de

Bourgogne (ONCOBOURGOGNE), de Champagne-Ardenne (ONCOCHA), de Franche-
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Comté (ONCOLIE) et de Lorraine (ONCOLOR), qui tiennent compte des recommandations
nationales et qui sont disponibles sur le site OncoLogiK>.

Les outils thérapeutiques

La chirurgie

Exérése de de la tumeur primaire

La chirurgie pour cancer du sein peut étre conservatrice. Il s’agit de 1’exérése complete de la
Iésion cancéreuse, avec obtention de berges saines et d’un résultat esthétique acceptable. Elle
n’est possible que si la tumeur est unique ou assez petite ou dans le cas de deux foyers proches
et apres accord de la patiente.

La chirurgie non conservatrice consiste en une mastectomie totale. Il s’agit de retirer la totalité
de la glande mammaire.

Une chirurgie reconstructrice (ou oncoplastie) peut étre associée a ces gestes.
Lymphadénectomie sélective et curage axillaire

En cas de carcinome invasif, la chirurgie mammaire s’accompagne d’un geste chirurgical
axillaire homolatéral, appelé « technique du ganglion sentinelle ». Il s’agit de repérer par double
détection isotopique et colorimétrique les premiers ganglions recevant le drainage lymphatique
axillaire du sein et de les retirer pour analyse extemporanée. En cas d’envahissement de ces
ganglions sentinelles, un curage axillaire sera effectu¢ par exérése d’au moins 10 ganglions.

La radiothérapie

La radiothérapie compléte la chirurgie. Elle a pour objectif d’éliminer les cellules cancéreuses
résiduelles du lit tumoral par émissions de rayons X a haute énergie émis en faisceau. Elle peut
étre localisée au niveau de la glande mammaire, de la paroi thoracique ou des aires
ganglionnaires selon les facteurs de risques.

La chimiothérapie

La chimiothérapie est un cocktail de médicaments cytotoxiques dont le but est d’inhiber la
prolifération et entrainer la mort cellulaire. Non sélective, elle touche les cellules cancéreuses
mais également les cellules saines et est a 1’origine d’effets secondaires importants. De ce fait,
I’administrer d’une chimiothérapie doit étre discutée en réunion de concertation disciplinaire
(RCP) en prenant en compte la balance bénéfice/risque en diminution du risque de rechute
locorégionale ou a distance et les effets indésirables. Les protocoles actuels comportent 4 a 8

cures, espacées de 21 jours. Les schémas thérapeutiques les plus souvent utilisés sont :

2 http://oncologik.fr/referentiels/interregion/sein-principes-de-prise-en-charge
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- 6 FEC 100: 5-fluoro-uracile (5FU) + epirubicine + cyclophosphamide

- 3 FEC 100 puis 3 TXT : TXT = Taxotére® = docétaxel

- 4 AC : Adryamicine® (= doxorubicine) + cyclophosphamide

- 4 ACpuis 4 TXT

- 6 TAC : Taxotere® = docétaxel + Adryamicine® (= doxorubicine) + cyclophosphamide.
L’hormonothérapie

Une hormonothérapie est prescrite en cas de tumeurs hormonosensibles (RE + et/ou RP+) pour
une durée de 5 ans. Elle a pour but soit d’inhiber la synthése d’estrogeéne, soit de bloquer les
récepteurs hormonaux.

Avant la ménopause, les anti-estrogeénes sont indiqués. Ils inhibent de fagon compétitive la
liaison de I’cestradiol a ses récepteurs. Le tamoxiféene (Nolvadex®) est indiqué premicre
intention.

Aprées la ménopause, les anti-aromatases sont indiqués. Ils inhibent I’aromatase, bloquant la
conversion des androgeénes en estrogenes. L’exemestane (Aromasine®) est un inhibiteur
stéroidien, il agit comme un analogue des androgenes. L’anastrozole (Arimidex®) et le
létrozole (Femara®) sont des inhibiteurs non stéroidiens, qui se lient & I’enzyme de manicre
non compétitive.

La castration chirurgicale par ovariectomie peut étre discutée en cas de contre-indication a
I’hormonothérapie.

Thérapie ciblée

Les thérapies ciblées anti-HER2 ont amélioré le pronostic des tumeurs HER2+.

Le trastuzumab (Herceptin®) est un anticorps monoclonal humanisé¢ ciblant la partie
extracellulaire du récepteur HER2. Il est indiqué en traitement adjuvant aprés chirurgie,
chimiothérapie et radiothérapie ou en traitement du cancer du sein métastatique.

Le lapatinib (Tyverb®) est un inhibiteur de tyrosine kinase qui inactive le récepteur HER2. 11
est indiqué dans les cancers du sein métastasiques avec localisation cérébrale.

Stratégie thérapeutique

La stratégie thérapeutique du cancer du sein est validée en RCP et va schématiquement
dépendre du statut in sifu, invasif ou métastatique de la maladie. Elle prend en compte la
biologie moléculaire des tumeurs et obé¢it a des arbres décisionnels établis par des réunions de

consensus.
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Cancers in situ

La chirurgie conservatrice ou non conservatrice est proposée d’emblée. Un geste axillaire peut

étre associé en cas de Iésion palpable ou de suspicion de micro-invasion. La chirurgie est suivie

d’une radiothérapie de la glande mammaire.

Cancers invasifs

Si la tumeur est supérieure a 3cm ou en cas de cancer du sein inflammatoire, un traitement néo-

adjuvant par chimiothérapie, hormonothérapie +/- thérapie ciblée est parfois nécessaire pour

diminuer la taille de la tumeur avant la chirurgie. Celle-ci est conservatrice ou non

conservatrice, et accompagnée d’un geste axillaire homolatéral. La chirurgie est contre-

indiquée en cas de cancer du sein inflammatoire. En cas de chirurgie conservatrice, la

radiothérapie de la glande mammaire est systématique. Elle conserve certaines indications en

cas de mastectomie totale. Selon les facteurs pronostiques associés, elle comprend 1’irradiation

de la paroi thoracique et/ou les aires ganglionnaires.

Le traitement adjuvant sera guidé par 1’examen anatomopathologique des piéces opératoires :

- traitement par chimiothérapie s’il n’y a pas de surexpression des récepteurs hormonaux et
HER2

- traitement par hormonothérapie +/- chimiothérapie en cas de surexpression des récepteurs
hormonaux et sans surexpression d’HER2

- traitement par chimiothérapie + thérapie ciblée anti-HER2 en cas de surexpression des
récepteurs HER2 sans surexpression des récepteurs hormonaux

- traitement par chimiothérapie + thérapie ciblée + hormonothérapie en cas de surexpression

des hormonaux et HER2.

Cancer du sein métastatique

Le traitement de la maladie métastatique n’est pas curatif et a pour but de préserver la qualité
de vie. De ce fait, la chirurgie n’est pas indiquée. Les biopsies de la tumeur primaire et des
métastases peuvent guider la stratégie thérapeutique. Un traitement par radiothérapie peut étre
propos¢ apres RCP, il peut €tre locorégional ou irradier les aires envahies en cas de métastases
cérébrales, osseuses, hépatiques ou pulmonaires. Quatre situations sont possibles en cas de
chimiothérapie, hormonothérapie et/ou thérapie ciblée :

- Tumeurs triples négatives (récepteurs HER2-/RH-) : traitement par chimiothérapie

-  Tumeurs luminales (récepteurs HER2-/RH+) : traitement par hormonothérapie +/-

chimiothérapie en cas d’évolution rapide
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- Tumeurs HER2 non luminales (récepteurs HER2+/ RH-) : traitement de 1° intention par
taxanes +trastuzumab, ou anthracycline + taxane ; en 2"% ligne capecitabine + lapatinib
- Tumeurs HER2 luminales (récepteurs HER2+/RH+) : traitement par chimiothérapie +

trastuzumab ou hormonothérapie + trastuzumab.

La période périopératoire est une période a haut risque

L’exérese de la tumeur primaire est donc un ¢lément essentiel du traitement dans le cancer du
sein non métastatique. Mais la période périopératoire peut étre une période critique dans la
progression tumorale. En effet, la récidive aprés chirurgie carcinologique mammaire suit un
modele bimodal : si 50-80% des récidives (locales ou a distances) se produisent entre 3 & 6 ans
apres chirurgie, on retrouve un pic précoce dans les 18 mois postopératoires laissant a penser
que ce pic pourrait &tre favorisé¢ par 1’agression physique que peuvent provoquer 1’exérese
chirurgicale et I’anesthésie (6—10). Or, I’apparition de métastases précoces apres chirurgie
mammaire est source de plus mauvais pronostic comparée aux situations avec métastases
d’emblée ou d’apparition tardive (11,12).

Théories des métastases

Plusieurs théories ont été développées afin d’expliquer le role favorisant de la chirurgie dans
I’apparition de métastases et se trouvent dans les théories des processus métastasiques eux-
mémes (13) :

- Théorie du terreau et de la graine (soil and seed) (14,15) : développée par Paget a la
toute fin du XIXeéme siécle, celle-ci est basées sur ses observations sur les métastases et
les différents modéeles de diffusion du cancer apres analyse post-mortem de 735 cas de
cancer du sein. La distribution des métastases se faisant préférentiellement au niveau du
foie, du cerveau et des poumons, contrairement a d’autres cancers comme celui de la
prostate qui n’avait tendance a s'étendre seulement aux os, il en conclut une théorie de
« la dépendance de la graine (la cellule cancéreuse) par rapport au terreau (l'organe
touché par la métastase) ».

- Lathéorie du filtre et du flux : défendue par Ewing dans les années 1920, il s'agit d'une
théorie mécanique ou le siege des métastases dépend des voies de drainage veineux : le
drainage par la veine porte augmentant le risque de métastase hépatique, celui par les
veines caves les métastases pulmonaires et le drainage par la veine pulmonaire les

métastase systémiques (cerveau, 0s)(16,17).
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- La théorie du homing ou nostocytose qui est la faculté d'une cellule circulante de
reconnaitre le site ou elle peut se multiplier ou acquérir de nouvelles fonctions, grace a
la formation de pré-niches (18-20). Cette théorie allie les deux précédentes, partant du
constat notamment que des tissus trés vascularisés comme la rate et les muscles sont
rarement le siege de métastases (rate, muscle).

- Les voies de dissémination des métastases sont la voie hématogéne (17), lymphatique
(21) et périneurale (22).

Métastases d’origine périopératoire ?

Ces processus métastatiques pourraient étre favorisés pendant la période périopératoire. En
effet, cette période courte mais charni¢re dans le parcours thérapeutique du patient pourrait
paradoxalement favoriser I’expansion de la maladie (23,24) en recréant des conditions
favorables aux métastases.

Exérese chirurgicale et persistance de cellules tumorales

L’exérése chirurgicale de la tumeur primaire est la pierre angulaire de la majeure partie des
tumeurs solides dont le cancer du sein. Le défaut de marges de résection saines favorise les
récidives locorégionales apres chirurgie conservatrice du sein (25-27). La présence de maladie
résiduelle ou MRD (Minimal Residual Disease) qui comprend la présence de cellules tumorales
circulantes (CTC) ou disséminées (CTD) fait également partie des facteur de mauvais pronostic
dans ce type de cancer (28). Or, plusieurs études ont montré que le geste chirurgical libérait des
CTC dans la circulation sanguine ou augmentait leur taux lorsqu’elles étaient déja présentes
en période préopératoire (29-31). Ces CTC sont un facteur pronostique de métastases, leur
présence entrainant notamment une stimulation de 1’angiogenese (30). Chez les patientes
présentant des métastases avant la chirurgie, 1’élévation du taux de CTC en période
postopératoire est un facteur pronostique péjoratif indépendant de survie a long terme (32,33).
Cette libération de cellules issues de la tumeur primaire au moment de son exérése pourrait
ainsi favoriser la dissémination métastatique a des sites secondaires comme développés dans
les différentes théories sur la génération de métastases.

Inflammation, stress périopératoire et progression antitumorale

L’inflammation joue un role clé¢ dans la progression tumorale (34). Du fait de nombreux
facteurs tels que I’anxiété, le traumatisme tissulaire ou la mise en jeu des mécanismes de
nociception, la période périopératoire entraine une sécrétion importante de catécholamines et

de prostaglandines (35,36). Par exemple, les dommages tissulaires liés a la chirurgie entrainent
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eux-mémes une augmentation de prostaglandine PGE2 au niveau de la zone d’exérese (37). Or
les tumeurs mammaires secrétent déja des taux élevés de prostaglandine PGE2 via I’expression
de la cyclooxygénase COX-2 par les cellules cancéreuses elles-mémes ou le stroma, facilitant
la lymphangiogenése et les métastases lymphatiques par liaison de PGE2 aux récepteurs aux
prostaglandines des cellules tumorales, immunitaires ou endothéliales lymphatiques (38). Dans
une étude sur le poisson zebre, PGE2 joue également un role dans le recrutement de
neutrophiles dans les processus de cicatrisation et stimule la croissance et prolifération de
cellules prétumorales a proximité (39,40). De méme, les récepteurs adrénergiques sont
surexprimés dans certaines tumeurs mammaires et jouent un role dans le mécanisme d’invasion
(41). De plus, presque tous les leucocytes expriment des récepteurs aux catécholamines (42) et
aux prostaglandines (43) et des travaux chez la souris ont montré que la fonction des cellules
immunitaires pouvait étre altérée par les catécholamines et les prostaglandines et que
I’inhibition de ces deux mécanismes, par bétabloquants et inhibiteurs de COX-2 pouvaient
prévenir la survenue de métastases (44,45). La période périopératoire pourrait ainsi recréer des

conditions favorables a I’expansion de la maladie.

Dysfonction des cellules Natural Killer

Les cellules Natural killer (NK) sont des lymphocytes non-T (CD3-) non-B (CD19-),
caractérisés chez I'humain par les marqueurs CD56, CD16 et NK. Elles font partie de la
premiére ligne de défense de 1’organisme. Elles sont capables d’éliminer sélectivement les
cellules tumorales ou infectées, tout en sécrétant des cytokines qui vont stimuler et orienter la
réponse des lymphocytes B et T (46). Or il peut exister une dysfonction des NK au sein de
I’infiltrat des tumeurs mammaires assurant une tolérance de ce lymphocyte antitumoral vis-a-
vis de la tumeur, sans altération des NK plasmatiques (47). Le geste chirurgical est suivi d’une
diminution de I’activité des NK (48). Cette diminution peut atteindre 50% le jour suivant la
chirurgie et ne retourner aux valeurs normales qu’au bout d’une semaine (49). Un axe de

recherche actuel est la préservation des fonctions cytotoxiques des NK pendant la période
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périopératoire (50). Ainsi le « préconditionnement » de ces cellules par le vaccin contre la
grippe permet de préserver ces fonctions en cas de chirurgie et diminue le taux de métastases

post-opératoires dans un modele murin (51).

Libération des facteurs de croissance pendant la période périopératoire

L’acte chirurgical est suivi d’une augmentation des facteurs de croissance proangiogéniques
tels que le vascular endothelial growth factor (VEGF), le basic fibroblast growth factor
(bFGF), le transforming growth factor beta (TGF-beta), I’heparin-binding epidermal growth
factor (EGF)-like growth factor (HB-EGF) ou encore le platelet-derived growth factor (PDGF)
(52-54). Ce phénomene est plus marqué au cours la chirurgie carcinologique que lors de
I’exérése de kystes bénins (55). Il favorise la néovascularisation et 1’accélération de la
croissance de possibles métastases (54).

La réduction des facteurs anti-angiogéniques par 'exérése chirurgicale

O’Reilly et al. avaient montré dés 1994 que I’exéreése de la tumeur primitive pouvait concourir
a la croissance et la néovascularisation des métastases dans un modéle murin (56). En effet,
I’exérése de la tumeur était suivie d’une flambée des métastases. Ceci n’était pas expliqué par
le stress chirurgical car le groupe témoin bénéficiait d’une incision de la peau et d’une
manipulation de la tumeur qui mimait ainsi le geste chirurgical. Ce phénomene d’inhibition

serait li¢ a la sécrétion d’un inhibiteur de I’angiogeneése, 1’angiostatine, par la tumeur primitive.

Tous ces facteurs peuvent faire le terreau (soil) des cellules restées dans le lit tumoral ou qui
auraient pu entrer dans la circulation lors de la mobilisation de la tumeur primaire. Il a été
montré dans le contexte de reprise du lit tumoral pour étre en marges saines apres chirurgie
conservatrice du sein, une suractivation des récepteurs HER2 des cellules tumorales
persistantes, ce processus pourrait étre li¢ aux déséquilibres de la période périopératoire
précédemment évoqués (57). Plus inquiétant, les cas de récidives de cancer apres chirurgie
reconstructrices appuient également 1’hypothése d’une réactivation de cellules dormantes par
la chirurgie (58).

Effet de I'anesthésie sur le cancer

Controler la période périopératoire est donc un enjeu important dans le cancer du sein d’autant
plus que cette maladie est de plus en plus considérée comme une maladie d’emblée systémique
(59). 1l est donc légitime de penser que I’anesthésie peut moduler ce risque. Ainsi plusieurs

¢tudes se sont intéressées a I’impact des techniques et des drogues de 1’anesthésie sur le cancer.
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Effet des techniques anesthésiques sur le cancer

Deés 1977, Fried et al. avaient observé un taux de survie plus important chez les patientes
opérées d’un cancer du sein qui avaient bénéficié d’une anesthésie par halothane versus éther
(60). Mais c’est depuis I’étude d’Exadaktylos et al. (1) que 1’on a réellement pris conscience de
I’effet potentiel des techniques d’anesthésie sur la survie en post-opératoire d’une chirurgie
carcinologique. Cette étude rétrospective et observationnelle incluait 129 patientes ayant subi
une mastectomie avec ou sans curage axillaire :

- 50 d’entre elles avaient bénéficié d’un bloc paravertébral (BPV) associé¢ a une AG
- 79 avaient eu une AG et des morphiniques en postopératoire

Le suivi a duré en moyenne 32 mois. Une récidive ou des métastases ont été trouvées chez 6
% des patientes du groupe ayant recu le BPV contre 24 % dans le groupe ayant regu une AG
seule. Il a ainsi été suggéré que le BPV pour chirurgie du cancer du sein pouvait réduire le
risque de récidive ou de métastase a distance.

Ces résultats sont concordants avec des études sur I’animal qui ont montré que I’anesthésie
locorégionale permettait de diminuer le stress chirurgical et I’incidence des métastases (61,62).
Par ailleurs, 1’équipe dont fait partie Exadaktylos a montré in vitro que le sérum des patientes
ayant bénéficié d’une AG par propofol et BPV pour un cancer du sein inhibait la prolifération,
mais pas la migration, des cellules tumorales de maniére plus importante que celui des patientes
ayant recu une AG par halogénés et morphiniques (63). Donnant une nouvelle dimension aux
stratégies de prise en charge de la douleur en périopératoire en chirurgie carcinologique, cette
¢tude a fait I’objet de nombreux débats (64) mais a ouvert la voie vers un nouveau champs de
recherche en anesthésie pour chirurgie carcinologique (65). Ce domaine a d’ailleurs gagné le
rang de recherche prioritaire dans notre spécialité pour plusieurs sociétés savantes (66,67).

Si des études prospectives randomisées controlées sont nécessaires, d’autres études
rétrospectives ont montré I’intérét de I’ALR combinée ou non a une AG dans la survie des
patients. Dans la chirurgie pour cancer de la prostate, Biki ef al. ont montré que les patients
ayant bénéficié d’une analgésie péridurale en plus d’une AG avaient un risque moindre de
récidive (68). En revanche, il n’y aurait pas d’effet positif de I’ALR dans le cancer du cdlon
(69) ou celui de 'utérus (70). Ces études sont malheureusement rétrospectives et donc peu
robustes. Des études randomisées, référencées dans www.clinicaltrials.gov sont actuellement
en cours, mais les résultats ne sont toujours pas connus, pire certaines ont été retirées ou non
réactualisées. Nous les avons identifiées graces aux mots clés « Regional Anesthesia »,

« recurrence » et « Cancer » (41 occurrences) et « local anesthetics » et « cancer surgery » (89
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occurrences) puis sélectionnées celles dont la survie sans récidive est soit le critere d’évaluation

principal ou secondaire dans le tableau 1.
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Début
de
I'étude

2007

2007

2008

2009

2010

2011

2011

2012

2012

2013

2014

2014

2015

Nom de I'étude

Regional Anesthesia in Colon
Rectal Surgery
Regional Anesthesia and
Endometrial Cancer Recurrence
(ECA/R)

Comparing Local Anesthesia With
General Anesthesia for Breast
Cancer Surgery
IV Lidocaine for Patients
Undergoing Primary Breast
Cancer Surgery: Effects on
Postoperative Recovery and
Cancer Recurrence

Regional Anesthesia and Lung
Cancer Recurrence

Epidural Versus Patient-
controlled Analgesia for
Reduction in Long-term Mortality
Following Colorectal Cancer
Surgery (EPICOL)
Randomized Controlled Trial to
Assess Blockade of Voltage Gated
Sodium Channels During Surgery
in Operable Breast Cancer

Analgesia and Pancreatic Cancer
Surgery

Anesthesia and Cancer
Recurrence in Malignant
Melanoma
The Effect of Combined
General/Regional Anesthesia on
Cancer Recurrence in Patients
Having Lung Cancer Resections
Epidural Anesthesia/Analgesia
and Outcome of Patients After
Lung Cancer Surgery
Effects of Postoperative Pain
Management on Immune
Function After Laparoscopic
Resection of Colorectal Cancer
the Influence of General
Anesthesia on Tumor Metastasis
and Recurrence

NCT

NCT00684229

NCT00531349

NCT00938171

NCT01204242

NCT01179308

NCT01318161

NCT01916317

NCT01929915

NCT01588847

NCT02840227

NCT02801409

NCT02012244

NCT02474511

Promoteur

The Cleveland
Clinic

The Cleveland
Clinic

Mackay Memorial
Hospital, Taiwan

University of
Virginia

The Cleveland
Clinic

Orebro
University,
Sweden

Tata Memorial
Hospital

National Taiwan
University
Hospital
University
Hospital
Muenster

The Cleveland
Clinic

Peking University
First Hospital

Severance
Hospital

Renli Hospital

Type de
cancer

colorectal

endométre

sein

sein

poumon

colorectal

sein

pancréas

mélanome

poumon

poumon

colorectal

foie

Nombre de patients
ainclure

2500

1700

40

80

1532 (n'en a recruté
que 67)

300

1600

150

230

2000

396

100 (finalement 60)

300

Technique
d'anesthésie

APD vs
morphine IV

APD vs opioides

AL Vs AG

Lidocaine IVSE vs
placebo

APD vs opioides

APD (anesthésie
et analgésie) vs
AG

injection
péritumorale de
lidocaine avant

incision Vs

APD vs PCA

Rachi vs AG

APD vs opioides

APD (anesthésie
et analgésie) vs
AG + PCA

infiltration
péricicatricielle

AL vs AG

Durée de
survie sans
récidive
5 ans (critére
principal)
suivi tous les 6

mois

5 ans (critéere
secondaire)

5 ans (critéere
secondaire)

5 ans (critére
principal)

5 ans (critéere
principal)

5 ans (critére
principal)

1 an (critére
secondaire)

5 ans (suivie
globale)

3 ans (critére
principal)

2 ans (critére
principal)

1 an (critére
secondaire)

3 ans (critére
principal)

Fin
estimée

2022

2012

2011

non
indiqué

2013

2021
(au lieu
de
2018)

12/2023
(au lieu
de
2021)

2015

2019

2021

nov-19

2014

2019

Statut

retiré (faute de
recrutement)

retiré (faute de
recrutement)

inconnu

inconnu

interrompue du fait du
faible taux de
recrutement

recrutement en cours

actif, ne recrute plus

inconnu

inconnu

recrutement en cours

actif, ne recrute plus

complet

inconnu

derniére
mise a jour

juil-05

juil-05

2009

aolt-11

ao(t-15

ao(t-18

déc-18

juil-15

juil-05

nov-18

mars-19

janv-16

juin-15
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2016

2017

2017

2017

2017

2018

2019

2019

Tableau 1 Etudes référencées sur clinicaltrials.gov sur la récidive apres chirurgie carcinologique en cas d utilisation d’anesthésiques locaux.

Anesthesia and Postoperative
Outcome in Colorectal Cancer
Patients

USG PECS vs LIA for Breast Cancer
Surgery

PECS-2 for Breast Surgery

Effects of Regional Nerve Block
on Cancer Recurrence

Evaluation of Post-operative
Biochemical Recurrence in
Patients Submitted to Radical
Prostatectomy Under General
Opioid-free Anesthesia Compared
to Conventional General
Anesthesia
The Difference of Two Year
Recurrence Rate According to
Anesthetic Method During
Transurethral Resection of
Bladder Mass in Patients With
Non-muscle Invasive Bladder
Cancer: Prospective, Randomized,
Clinical Phase Il Study
GENe EXpression After Regional
or General ANesthesia in Patients
Undergoing Breast Cancer
Surgery (GENEXAN)

The Effect of Analgesic Modalities
on Long Term Outcomes
Following Open Liver Resection
(LIVER 3)

NCT02786329

NCT03555227

NCT03117894

NCT03134430

NCT03212456

NCT03597087

NCT03779685

NCT03813953

Institutul
Regional de
Gastroenterologie
& Hepatologie
Prof. dr. Octavian
Fodor
National Health
Service, United
Kingdom

Umea University

The first affiliated
hospital of
nanchang
university

Instituto do
Cancer do Estado
de Sdo Paulo

Seoul National
University
Hospital

Azienda
Ospedaliera San
Gerardo di Monza

University of
Edinburgh

colorectal

sein

sein

colon,
rectum, foie,
poumon

prostate

vessie

sein

foie

450

110

200

400

200

289

100

160

Lido IVSE

PECS2 vs
infiltration
cicatricielle
PECS2 par

ropivacaine vs

AG seule

ALR vs placebo

TAP (OFA) vs
opioides

Rachi vs AG

BPV vs AG

APD vs
infiltration
péricicatricielle

5 ans (critéere
principal)

1 an (critére
secondaire)

3a5ans
(critere
secondaire)

5 ans (critére
principal)

2 ans
(élévation PSA,
critére
principal)

2 ans (critére
principal)

/6 mois

pendant 7 ans

5 ans (critéere
secondaire)

2021

2018

2023

2020

2022

2021

2019

recrutement en cours

compléete

inconnu

actif, ne recrute plus

recrutement en cours

n'a pas encore démarré

n'a pas encore démarré

n'a pas encore démarré

ao(t-18

nov-18

mai-17

mai-18

juil-17

juil-18

déc-18

janv-19
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Parmi ces études, il faut noter celle de 1’équipe d’Exadaktylos, qui propose le méme travail
mais de fagon prospective et dont le protocole a déja fait I’objet d’une publication (71). Cette
nouvelle étude prospective rencontre des difficultés logistiques : la principale est 1’étalement
dans la durée du recrutement sur 10 ans. Débuté en 2008, ce protocole prenait en compte les
taux de récidive de I’époque, or, depuis, I’amélioration de la prise en charge en cancérologie
mammaire a drastiquement fait diminuer ce taux. Un nouveau calcul basé sur le taux de récidive
actuel a montré qu’il fallait inclure deux fois plus de patientes, prolongeant ainsi la phase de
recrutement et retardant d’autant la possibilité d’exploiter des résultats de survie a 5 ans. Ceci
est d’autant plus dommage qu’une étude ancillaire avait montré des cellules tumorales exposées
in vitro au sérum de patientes de cette étude proliféraient moins bien en cas d’anesthésie
associée au BPV qu’en cas d’AG seule (72). Par ailleurs, une autre critique a cette étude
prospective concerne la grande différence des protocoles d’anesthésie des deux groupes. En
effet, le groupe bénéficiant du BPV emploie du propofol comme agent hypnotique entretenant
I’anesthésie générale alors que le groupe contrdle est sous anesthésie générale balancée par
halogénés. Or, des études in vitro ont montré que les halogénés favorisaient la prolifération
cellulaire (73) alors que le propofol aurait un effet inhibiteur (74). Il sera ainsi difficile de faire
la part des choses entre I’effet du propofol et du bloc paravertébral. De méme, de nouvelles
techniques d’ ALR sont apparues depuis 1’élaboration du protocole de recherche : les PEC blocs
et le retour de la lidocaine intraveineuse a visée analgésique. De plus, ’hypothése suggérant un
effet délétere de la morphine, utilisée comme antalgique « rescue » dans le groupe AG, dans le
cancer reste controversée, des équipes ayant montré a I’inverse un effet protecteur de cette
drogue dans le cancer du sein dans un modéle in vivo ou dans la polarisation des macrophages

(75).

Effets des principaux médicaments utilisés en anesthésie sur la progression tumorale

Toujours est-il qu’en attendant les résultats de ces études prospectives, des chercheurs
fondamentalistes ont étudi¢ les effets des différents médicaments de la pharmacopée des
anesthésistes afin de déterminer si ces médicaments jouaient un role direct dans la progression

tumorale d’origine périopératoire.

Toute technique d’anesthésie fait appel a différents médicaments, que cela soit pour I’induction

de I’anesthésie, son entretien ou encore pour 1’analgésie per- et post-opératoire.
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L'anesthésie générale (AG) est un acte médical qui a pour but d’induire la perte temporaire et
réversible de la conscience et de la perception douloureuse a 1’aide de médicaments (drogues
anesthésiques) administrés par voie intraveineuse et/ou inhalatoire. L’anesthésie locorégionale
(ALR), quant a elle, bloque de maniére transitoire la transmission des messages nerveux dans
une zone du corps prédéfinie par injection d’anesthésiques locaux a proximité d’un nerf
périphérique ou du neuraxe, afin d’y pratiquer une intervention chirurgicale, un examen
médical ou un traitement qui seraient douloureux. Le patient reste ainsi conscient. AG et ALR
peuvent étre combinées. Ces deux techniques font appel a différents médicaments ou drogues
anesthésiques. Différentes études ont cherché a étudier les répercussions de ces différentes
molécules sur le cancer. En voici une revue de la littérature.

Agents anesthésiques volatils

Les agents anesthésiques volatils, utilisés seuls ou en anesthésie balancée sont les drogues les
plus utilisées pour I’AG. De nombreuses études s’intéressant a ces drogues inhalées ont montré
des résultats divergents.

Halothane

L’halothane, ancien agent halogéné qui n’est plus utilisé dans les pays occidentaux a cause de
sa toxicité hépatique, aurait un impact important sur le cancer. Des 1986, Katzav ef al. ont
montré son effet dépresseur immunitaire sur les cellules NK, entrainant une accélération de la
croissance des cellules tumorales métastatiques dans modéle murin ayant subi une exérese de
carcinome pulmonaire de Lewis (76). En 1994, Waxler et al. ont montré que la stimulation de
I’activité inhibitrice des protéinases par 1’exposition chronique a I’halothane de souris atteintes
de mélanome n’avait pas d’effet protecteur contre 1’envahissement métastatique au niveau
pulmonaire mais inhibait la prolifération cellulaire, avec une diminution de la taille de ces
métastases pulmonaires comparé a des souris non exposées (77). Valtcheva et al. ont aussi
montré que 1’halothane pouvait entrainer in vitro des dommages des membranes cellulaires
voire 1’apoptose de cellules de carcinome pulmonaire (cellules A 549) (78).

Plus récemment, Kvolic et al. ont comparé les effets de I’halothane, du sevoflurane et de
I’isoflurane sur différentes lignées cellulaire humaines et ont montré un potentiel antitumoral
plus important de I’halothane, avec une inhibition de la croissance cellulaires de deux lignées
malignes : Hep-2 (cancer laryngé) et Caco-2 (cancer du cdlon) comparé a une lignée de
fibroblastes (WI-38)(73), associée a une diminution de la synthése d’ADN, d’ARN et de
protéines. La diminution de la synthése protéique était également retrouvée pour une autre

lignée de cancer colique (SW-620). De plus, une fragmentation de I’ADN (signant I’apoptose

34



cellulaire) était observée pour les Caco-2 et les MIA PaCa-2 (cancer du pancréas). Le
mécanisme d’apoptose était confirmé pour les différentes lignées cellulaires par 1’exposition
des phosphatidylsérines a la membrane externe des cellules cancéreuses. Par ailleurs, il a été
montré dans un modele animal que I’halothane supprimait I’activité des cellules NK (79,80) et
favorisait la fixation pulmonaire de cellules tumorales circulantes d’adénocarcinome
mammaire (MADB100) (80). Enfin, une étude préliminaire plus récente utilisant des puces a
ADN a montré qu’il y avait une différence dans I’expression de genes d’une lignée de cellules
cancéreuses du sein, les MCF-7, aprés exposition a des agents anesthésiques volatils anciens
(halothane, N20 et enflurane) ou récents (isoflurane, sevoflurane ou desflurane) sans pouvoir
dire quels gaz seraient a privilégier dans la chirurgie carcinologique (81).

Isoflurane

Dans leur étude, Kvolik et al. avaient montré que 1’effet inhibiteur de la prolifération cellulaire
de I’isoflurane était minime par rapport aux autres halogénés (73). De plus, cet agent inhalé
altérerait in vitro la libération de cytokines par les cellules NK (82). Zhang ef al., travaillant sur
la maladie d’ Alzheimer, avaient mis en évidence sur plusieurs études un effet pro-apoptotique
de I’isoflurane, comparé¢ au desflurane, sur des cellules de neurogliome H4 humaines. Cet effet
mettrait en jeu la mitochondrie via la voie Bcl2/bax et la production de radicaux libres de
I’oxygene (83). Ces résultats sont toutefois a tempérer, car ils ont également été obtenus sur des
neurones primaires. Dans une étude in vitro sur sang total, I’isoflurane, comparé a un autre gaz
anesthésiant (le xénon), inhiberait 1’activation de NF-kB et entralnerait aussi une moindre
production de TNF-alpha et d’IL6 des monocytes en présence de LPS (84). Pourtant, dans une
expérience clinique comparant deux techniques anesthésiques, anesthésie intraveineuse a
objectif de concentration (AIVOC) par propofol et remifentanil et anesthésie balancée utilisant
de I’isoflurane chez des patients ayant bénéficié d’une cholécystectomie par laparotomie, les
marqueurs pro-inflammatoire (IL-6 et TNF-alpha) étaient plus élevés et le marqueur anti-
inflammatoire IL-10 moins élevé dans le groupe « isoflurane » (85).

Sevoflurane

Le sevoflurane est un gaz halogéné fréquemment utilisé en anesthésie balancée. Dans 1’étude
de Kvolik ef al., son action sur la croissance cellulaire est dépendante du temps d’exposition
pour certaines lignées cellulaires (73). Si la croissance cellulaire est diminuée de fagon
significative apres 6 heures d’exposition pour les lignées Caco-2 et SW620, on observe une
augmentation de la prolifération des cellules HEP-2 aprés 2 heures d’exposition, suivie d’ une

diminution significative. On n’observe pas de changement pour les deux autres lignées MIA
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PaCa-2 et WI-38. Miiller-Edenborn et al. ont montré que cet halogéné diminuerait la production
de MMP-9 dans la chirurgie d’exérése de cancer colorectal et par ce biais limiterait I’invasion
des cellules tumorales circulantes (86). A I’inverse, Ecimovic et al. ont quant a eux montré que
le sevoflurane augmentait la prolifération, la migration et I’invasion de cellules cancéreuses du
sein in vitro (87). De plus, ce gaz inhibe la libération d’IL-1 béta et de TNF-alpha des cellules
NK, mais pas d’IL-2 (82).

Desflurane

Le desflurane est ’halogéné le plus récent et le plus apprécié pour sa faible solubilité permettant
un réveil rapidement apres 1’arrét de son administration. Du fait de son utilisation plus récente,
les études sur son effet sur le cancer sont moins importantes. Dans 1’étude de Huitink et al.
utilisant des puces @ ADN, il faisait partie du groupe des agents volatils récents qui entrainaient
une diminution de 1’expression de certains geénes au sein des cellules MCF-7 (81). Compar¢ au
sevoflurane, il entrainerait une moindre réponse au stress au cours d’une chirurgie sous
ccelioscopie (88).

Fraction inspirée en oxygene

Outre les agents halogénés, la fraction inspiratoire en oxygene aurait également un effet sur la
survie des patients atteints de cancer. Ainsi, en 2012, 1’analyse en sous-groupe de 1’étude
randomisée PROXI avait montré que la ventilation peropératoire avec une fraction inspirée en
oxygene de 80% contre 30% était associée a une augmentation significative de la mortalité a
long terme chez les patients ayant bénéficié d’une chirurgie a but carcinologique comparée aux
patients n’ayant pas de cancer (89). Ceci est peu intuitif lorsqu’on sait que les cellules
cancéreuses se sont adaptées a un environnement pauvre en oxygene, notamment par
I’activation de la voie HIF-1 (90).

Protoxyde d’azote

Utilisé comme analgésiant sous forme de mélange équimolaire oxygene-protoxyde d'azote 1 :1
(MEOPA) ou comme adjuvant aux halogénés, le protoxyde d’azote (N20O) a intéressé les
cancérologues du fait de son impact sur le métabolisme des folates. En effet, cette propriété
permettrait de limiter la prolifération des cellules cancéreuses dans les leucémies (91,92).
Toutefois, le N2O aurait un effet synergique avec le méthotrexate, son utilisation serait ainsi a
¢viter apreés une cure de chimiothérapie incluant du méthotrexate (93). Concernant les tumeurs
solides, une étude clinique randomisée a montré une altération du métabolisme des aminoacides
chez les patients cancéreux (94). Enfin, il limite I’inflammation en bloquant la transcription de

NF-kB apres stimulation par TNF-alpha dans un mode¢le in vitro de cellules endothéliales
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veineuses ombilicales humaines (95). Toutefois, une étude randomisée n’a pas montré
d’augmentation du risque de récidive lors du suivi a long terme (4 a 8 ans apres une chirurgie
colorectale) chez les patients ayant recu du N20O versus du nitrogeéne (96).

Xénon

Le xénon est un gaz noble dont I'utilisation en anesthésie reste limitée devant son coft
important. Il n’y a pas d’étude sur son effet direct sur le cancer mais concernant I’inflammation
les résultats se contredisent, ainsi il bloquerait la transcription de NF-kB aprés stimulation par
TNF-alpha de cellules endothéliales veineuses ombilicales humaines (HUVEC)(95) et mais

dans une autre étude le comparant a I’isoflurane, il augmenterait I’activité¢ de NF-«xB (84).
Agents anesthésiques intraveineux

Le propofol

Hypnotique le plus utilisé pour induire I’anesthésie, le propofol est également 1’alternative a
une anesthésie balancée aux halogénés dans le cadre de son utilisation en AIVOC.

Dans un mode¢le animal difficilement transposable en clinique, son infusion pendant 4 semaines
chez des souris préviendrait les métastases par inhibition de I’invasion et de la prolifération
cellulaire cancéreuse (97). Cet effet protecteur pourrait passer par I’immunité anti-tumorale via
les lymphocytes T dont 1’activité est préservée sous propofol (98). De plus, le propofol
n’altérerait pas 1’activité des cellules NK (80). Dans un autre mode¢le in vitro de migration sur
HUVEC, la migration leucocytaire était inhibée sous propofol (99).

Ainsi, devant les propriétés anti-tumorales du propofol, il a été proposé de I’associer a des
molécules anticancéreuses, du docosahexaenoate (DHA) ou de I’eicosapentaenoate (EPA),
dans le traitement du cancer du sein. En effet, le propofol-DHA et le propofol-EPA inhiberaient
I’adhésion et la migration cellulaire et induiraient 1’apoptose des cellules cancéreuses
mammaires MDA-MB-231 (100). Par ailleurs, le propofol réduirait I’invasion et la migration
de ces mémes cellules par diminution de la sécrétion des MMP et inhibition de la voie NF-
kB (74). Une étude récente a montré que le propofol inhiberait la formation de mammospheres
in vitro via PDL-1(101). Au contraire, Garib et al. ont observé une augmentation de la migration
de cellules MDA-MB-468 par activation de récepteurs a I’acide y-aminobutyrique (GABA) par
le propofol (102). Dans une étude clinique précédemment citée, I’utilisation de propofol et
remifentanil en AIVOC diminuait la sécrétion de facteurs pro-inflammatoire par rapport a une
anesthésie balancée utilisant de I’isoflurane chez des patients ayant bénéficié d’une
cholécystectomie par laparotomie (85). De méme, les patients anesthésiés par propofol

présentaient des marqueurs de stress chirurgical moins élevés que ceux anesthésiés par
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sévoflurane apres lobectomie pour cancer du poumon (103). Si les études cliniques randomisées
visant a comparer la survie sans récidive entre patients anesthésiés par halogénés et par propofol
sont en cours, une ¢tude rétrospective incluant plus de 7000 patients opérés d’une chirurgie
carcinologique a montré une meilleure survie globale dans le groupe propofol (plus de 50%)
(104). En revanche, une autre étude rétrospective s’intéressant a plus de 7600 patientes opérées
d’un cancer du sein ne retrouvait pas de différence en termes de survie globale ou sans récidives
entre les patientes anesthésiées par halogénés ou propofol (105). Toujours est-il que la dernicre
méta-analyse du Global Onco-Anesthesia Research Collaboration Group suggere toujours une
meilleure survie sans récidive en cas d’anesthésie totale intraveineuse par propofol (106).
Etomidate

L'é¢tomidate est un hypnotique de courte durée d'action utilisé par voie intraveineuse. Il est
indiqué pour l'induction des anesthésies générales et en médecine d'urgence pour l'intubation
en séquence rapide. Il est particulierement recommandé pour l'induction de 1'anesthésie chez
les patients a risque d’instabilité hémodynamique (en cas d’insuffisance cardiaque notamment).
Connu pour avoir des effets dépresseurs cortico-surrénaliens, méme apres injection d’une dose
unique (107,108), son utilisation doit étre précautionneuse chez les patients ayant un traitement
par corticoides. Il n’aurait pas d’effet sur la migration cellulaire, d’aprés 1’étude de Garib et al.
(102).

Kétamine

La kétamine est un agent anesthésique a forte dose et un antalgique a faible dose. Elle est
indiquée dans I’induction anesthésique dans les situations d’état de choc, en cas tamponnade
ou d'asthme aigu grave notamment et dans les inductions anesthésiques extrahospitaliéres. A
faible dose, la kétamine est un antalgique adjuvant épargneur morphinique et peut étre utilisée
dans les douleurs chroniques, notamment celles qui échappent aux morphinomimétiques.
Katzav et al. avaient montré qu’elle déprimait I’activité des cellules NK dans un modele murin
ayant subi une exéreése de carcinome pulmonaire de Lewis, facilitant la progression de
métastases (76). Ces résultats sont confirmés dans 1’étude de Melamed et al., ou elle réduirait
I’activité des cellules NK et faciliterait ainsi les métastases pulmonaires (80). Au contraire, en
application clinique, 1’analyse en sous-groupe d’une étude a montré que de petites doses de
kétamine a visée analgésique réduisaient la dépression périopératoire des cellules NK chez des
femmes ayant subi une intervention maxillo-faciale (109). In vitro, plusieurs études ont montré

un effet inhibiteur de la kétamine sur I’inflammation (110-113) et récemment, il a été montré
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que la kétamine augmentait la synthese de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 dans les cellules
MDA-MB-231, favorisant ainsi la prolifération et 1’invasion cellulaire (114).

Thiopental

Le thiopental est un barbiturique d'action breve utilisé pour I’induction de 1'anesthésie, le plus
souvent en séquence rapide, méme s'il est peu a peu remplacé par le propofol.

Dé¢s la fin des années 1970, Lundy et al. 1I’ont suspecté de favoriser la croissance de métastases
pulmonaires dans un mod¢le animal par le biais d’une dépression de 'immunité a médiation
cellulaire (115) et ont par la suite documenté leur hypothése par plusieurs études (116-118).
Duncan et al. ont également retrouvé ces résultats en observant que 1’activité in vitro de
leucocytes provenant d’une souche de souris spontanément capable de rejeter des cellules
tumorales YAAC-1 était considérablement diminuée aprés exposition au thiopental (119). Dans
un autre modele in vitro de migration sur HUVEC, la migration leucocytaire était inhibée sous
thiopental (120). Dans 1’étude de Katzav et al., le thiopental n’altérait pas 1’activité des cellules
NK lors de I’exérese de carcinome pulmonaire de Lewis dans un modele murin (76) alors que
dans un modele d’hyperthermie induite par cet hypnotique chez le rat, I’activité des NK était
diminuée et favorisées la formation de métastases pulmonaire via des mécanismes
adrénergiques en cas d’injection de cellules tumorales syngéniques (121). En revanche, il
diminuerait la production de TNF-alpha et inhiberait la voie NF-kB dans des cellules de gliome
humaines A-172 (122) ou des lymphocytes T humains (123).

Les opioides

Les morphiniques sont largement utilisés au cours de la prise en charge du cancer, que cela soit
en anesthésie balancée, en analgésie postopératoire ou dans le traitement des douleurs
chroniques des patients cancéreux. Il existerait un lien entre douleur postopératoire et apparition
de métastases faisant de 1’analgésie postopératoire un enjeu majeur de la prise en charge du
cancer (124). Toutefois, les morphiniques altéreraient la réponse immunitaire (125).

Fentanyl

Le fentanyl est un analgésique opioide dont le potentiel analgésique vaut environ 80 fois celui
de la morphine. Il est utilis¢ en anesthésie balancée ou dans le traitement des douleurs
chroniques. Dans un modele murin d’inoculation intrafémorale de cancer osseux, fentanyl et
morphine ont montré leur efficacité antinociceptive et ont diminué les Iésions cancéreuses
intraosseuses (126). Au contraire, dans un autre modele murin d’inoculation de cellules
tumorales MADB106, le fentanyl augmentait la rétention pulmonaire de cellules cancéreuses

et le nombre de métastases et diminuait I’activité des cellules NK (127). En clinique, il a été
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montré que la dose de fentanyl administrée en peropératoire influait sur la dépression de
I’activité des cellules NK de patients bénéficiant d’une chirurgie abdominale (128). Ainsi si des
doses faibles de fentanyl (bolus d’1 pg/kg puis une dose additionnelle de 5 pg/kg) permettaient
de récupérer I’activité des cellules NK apres 24h, ’utilisation de fortes doses (dose unique de
75-100 pg/kg) entrainait une diminution persistante de cette activité. Toutefois, dans une autre
étude, la réponse pro-inflammatoire était diminuée lors de ’utilisation de fortes doses (70-100
ng/kg) ou des doses intermédiaires (23-30 pg/kg) de fentanyl par rapport ’utilisation de faibles
doses (2-4 ng/kg) sans effet protecteur sur ’activité des cellules NK (129).

Remifentanil

Le remifentanil est un analgésique majeur, dérivé synthétique de la morphine, d'action
extrémement bréve, qui en fait un agent de choix pour I'anesthésie de courte durée. Peu d’études
recherchant un effet sur le cancer ont été publiées, elles concernent essentiellement son
utilisation en neurochirurgie, car son é¢limination rapide, permet d’évaluer les fonctions
cognitives postopératoires dans un délai assez court. En revanche, sa répercussion sur
I’inflammation est étayée par quelques publications. Cronin ef al. ont montré qu’une
administration de 8 heures de remifentanil n’affectait pas 1’activité des cellules NK chez des
volontaires sains (130), et Jaeger et al. qu’il n’avait pas d’effet sur le burst oxydatif des
neutrophiles dans un modéle d’inflammation in vitro (131). Dans une étude clinique citée
précédemment, son utilisation en AIVOC avec le propofol, limitait I’inflammation
postopératoire par rapport a une anesthésie balancée utilisant 1’isoflurane (85).

Sufentanil

Le sufentanil est le dérivé morphinique le plus utilisé en anesthésie, il peut étre utilisé en
AIVOC, en anesthésie balancée ou encore en anesthésie locorégionale (rachianesthésie ou
péridurale). Il est 5 a 10 fois plus puissant que le fentanyl. Comme le remifentanil, nous n’avons
pas recensé d’études sur son effet sur le cancer. En revanche, utilisé en adjuvant a la ropivacaine
dans une analgésie péridurale pour prostatectomie radicale, il entrainait une moindre réponse
au stress chirurgical (132). Dans un modele animal d’endotoxémie, il inhiberait la réponse
inflammatoire, endocrinienne et métabolique (133). De méme, il altérerait la migration
leucocytaire dans un modele in vitro de migration sur HUVEC (134).

Morphine

La morphine est 1’antalgique le plus utilisé dans le cancer. Ses effets sur la prolifération
tumorale ont été largement été étudiés avec des résultats contradictoires. Dés 1986, Simon et

Arbo ont montré que I’administration de morphine entrainait une augmentation de la croissance

40



métastatique chez le rat alors que des antagonistes des récepteurs mu diminuaient cet effet
(135). Au contraire, Yeager et Colacchio ont montré qu’in vivo, dans un mod¢le murin, les
injections de morphine diminuaient la dissémination et la prolifération des cellules tumorales
circulantes (136), ces résultats ont également été retrouvé dans les études de Kuraishi et al., qui
ont montré que I’analgésie procurée par la morphine inhibait la prolifération tumorale et les
métastases dans un modéle d’inoculation de mélanome chez le rat (137). Dans une étude
clinique, I’activité des cellules NK était inchangée chez les patients ayant re¢u une analgésie
par morphine en postopératoire d’une chirurgie carcinologique alors que le tramadol
augmentait cette activité¢ anti-tumorale (138). /n vitro, la morphine inhiberait I’adhésion et
I’invasion de cellules cancéreuses coliques 26-L5 (139). D’autres expériences suggerent que
I’inhibition de la prolifération cellulaire de lignées cancéreuses passerait par la phosphorylation
de p53 (140), ou en tout cas confirment une apoptose cellulaire induite par la morphine
(141,142). Toutefois la morphine aurait des effets dépresseurs sur ’immunité. Ainsi, les
animaux recevant de la morphine de manicre chronique présentaient une atrophie du thymus et
de la rate, avec diminution de la production de lymphocytes. La morphine altérerait également
la réponse mitogene des lymphocytes T et B, la production d’anticorps, 1’activité des cellules
NK, la phagocytose et les propriétés antibactériennes des neutrophiles et monocytes, si bien
qu’un vaccin contre ces effets antidépresseurs immunitaire et a visée anti-tumorale a été
proposé¢ par une équipe taiwanaise (143).

Tramadol

Le tramadol est un analgésique d’action centrale indiqué dans le traitement des douleurs
modérées a séveres. Sacerdote ef al. avaient montré que son administration augmentait I’activité
des cellules NK comparées a la morphine (138) et une autre étude a montré que son
administration avant ou aprés laparotomie prévenait de la dépression de 1’activé des cellules
NK induite par la chirurgie et protégerait ainsi contre les métastases pulmonaires dans un
mod¢le animal (144).

Agonistes a2

Les agonistes a2, comme leur nom 1'indique, stimulent les récepteurs adrénergiques 02, mais
ont aussi dans une moindre mesure une affinité avec les récepteurs al. Mimant les effets de la
noradrénaline au niveau des récepteurs a2, ils provoquent une inhibition du systéme nerveux
sympathique, sont responsables d'une diminution de la vigilance, de la nociception et du tonus
musculaire. Leur action sur les récepteurs adrénergiques ol provoque quant a elle une

vasoconstriction périphérique et une hypertension.
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Deux molécules sont utilisées en France en anesthésie en prémédication ainsi qu'en antalgiques,
notamment en analgésie multimodale : la clonidine et la dexmedetomidine. Ces médicaments
potentialisent les effets des hypnotiques et sont de plus en plus utilisé¢ dans le cadre de I’Opioid
Free Anesthesia ou OFA, qui est une technique d’anesthésie émergente se passant de 1’'usage
de morphiniques pour 1’analgésie peropératoire, avec une préférence pour la dexmedetomidine
qui a une meilleure sélectivité pour les récepteurs a2 (145—148). Contre toute attente, dans une
¢tude récente, 1’utilisation de dexmédétomidine augmentait la charge tumorale sur des mod¢les
de métastases chez les rats et souris (149,150) alors que des données rétrospectives cliniques
ne montraient pas plus de récidives apres chirurgie pour cancer du sein ou du poumon dans le
cadre de I’utilisation de clonidine (151).

Les curares

Les curares sont utilisés pour faciliter l'intubation trachéale, assurer le relachement musculaire
durant la chirurgie et accessoirement faciliter la ventilation contrdélée. Des études ont montré
que le cisatracurium et I’atracurium avaient un effet pro-apoptotique sur des lignées cellulaires
humaines (HUVEC et HepG2), contrairement au mivacurium (152,153). Une nouvelle
approche impliquant le systéme cholinergique dans le cancer du poumon et le mésothéliome
suggere qu’antagoniser le systéme cholinergique par les curares limiterait la prolifération
tumorale (154).

Les anesthésiques locaux

L’anesthésie locorégionale a montré un intérét dans la survie des patients apres chirurgie
carcinologique dans des études rétrospectives. Certains auteurs se sont intéressés a I’effet direct
des AL sur le cancer.

Ropivacaine

La ropivacaine est un anesthésique local de la famille des amino-amides indiquée dans les
rachianesthésies, les anesthésies péridurales et certains blocs périphériques. Elle est tres
fréquemment utilisée en analgésie obstétricale, en association avec la morphine et ses dérivés.
Il est également possible de l'utiliser en infiltration des sites opératoires pour diminuer les
douleurs postopératoires.

Les effets de cet AL sur la fonction de la protéine kinase-C ont été étudiés in vitro sur des
cellules de neuroblastome (SK-N-MC), s’il semblait qu’il y ait un effet inhibiteur direct de I’AL
sur la protéine kinase C purifiée, cet effet ne serait pas retrouvé sur les cellules. En revanche, il
entrainerait un découplage mitochondrial de cellules tumorales d’Ehrlich, en stimulant la

production aérobie de lactates, en inhibant la respiration mitochondriale et en activant les
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ATPases mitochondriales (155). L’étude de Piegeler et al. a montré qu’en plus de 1’inhibition
de la migration cellulaire et de I’activation de Src et la phosphorylation d’ ICAM-1 des cellules
cancéreuses pulmonaires H838, la ropivacaine a faible concentration inhibait 1’activité basale
de Src (156). José et al. ont quant a eux montré que I’inhibition de la prolifération des cellules
cancéreuses passait par la diminution du métabolisme mitochondrial par la ropivacaine et la
Iévobupivacaine (157). Lucchinetti ef al. ont étudié les effets de la ropivacaine sur les cellules
souches mésenchymateuses, qui sont impliquées dans la cicatrisation et la croissance tumorale
(158). Leurs travaux ont pu mettre en évidence 1’inhibition in vitro de la prolifération, de la
différentiation et de la respiration mitochondriale de ces cellules souches aprés exposition a 100
UM de ropivacaine.

Procaine

La procaine est un anesthésique local de la famille des amino-esters dont ’utilisation a été
délaissée dans les pays occidentaux devant les risques toxiques et allergiques plus importants
et une durée d’action plus courte que les amino-amides. Depuis 2013, elle est de nouveau
commercialisée sous forme de chloroprocaine en France, pour un usage en chirurgie
ambulatoire de la rachianesthésie.

Dans une étude in vitro sur cellules MCF-7, cet AL stopperait la mitose par déméthylation de
I’ADN (159). Enfin, avec le cisplatine, il entre dans la synthése d’une molécule anti-
cancéreuse, le cis-diaminechloro-[2-(diethylamino) ethyl 4-amino-benzoate, N(4)]-chloride
platinum (II) monohydrochloride monohydrate, qui a une action antiproliférative sur les lignées
cellulaires de neuroblastome, de cancer pulmonaire a petites cellules, de cancer des ovaires et
de leucémies (160).

La lidocaine

La lidocaine est au centre de mon travail de thése, outre les résultats présentés dans la partie
expérimentale j’ai participé a I’écriture d’une revue de la littérature publiée dans Frontiers.
Dans cette revue, nous avons décrit les potentiels effets anti-tumoraux de la lidocaine en

chirurgie carcinologique (161).
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Surgical removal of the primary tumor in solid cancer is an essential component of the
treatment. However, the perioperative period can paradoxically lead to an increased
risk of cancer recurrence. A bimodal dynamics for early-stage breast cancer recurrence
suggests a tumor dormancy-based model with a mastectomy-driven acceleration of
the metastatic process and a crucial role of the immunosuppressive state during the
perioperative period. Recent evidence suggests that anesthesia could also influence the
progress of the disease. Local anesthetics (LAs) have long been used for their properties
to block nociceptive input. They also exert anti-inflammatory capacities by modulating
the liberation or signal propagation of inflammatory mediators. Interestingly, LAs can
reduce viability and proliferation of many cancer cells in vitro as well. Additionally, retro-
spective clinical trials have suggested that regional anesthesia for cancer surgery (either
with or without general anesthesia) might reduce the risk of recurrence. Lidocaine, a LA,
which can be administered intravenously, is widely used in clinical practice for multimodal
analgesia. It is associated with a morphine-sparing effect, reduced pain scores, and in
major surgery probably also with a reduced incidence of postoperative ileus and length
of hospital stay. Systemic delivery might therefore be efficient to target residual disease or
reach cells able to form micrometastasis. Moreover, an in vitro study has shown that lido-
caine could enhance the activity of natural killer (NK) cells. Due to their ability to recognize
and kill tumor cells without the requirement of prior antigen exposure, NKs are the main
actor of the innate immune system. However, several perioperative factors can reduce
NK activity, such as stress, pain, opioids, or general anesthetics. Intravenous lidocaine as
part of the perioperative anesthesia regimen would be of major interest for clinicians, as
it might bear the potential to reduce the risk of cancer recurrence or progression patients
undergoing cancer surgery. As a well-known pharmaceutical agent, lidocaine might
therefore be a promising candidate for oncological drug repurposing. We urgently need
clinical randomized trials assessing the protective effect of lidocaine on NKs function and
against recurrence after cancer surgery to achieve a “proof of concept.”

Keywords: lidocaine, natural killer T-cells, breast cancer, perioperative period, inflammation, immune system
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INTRODUCTION

Surgery is a main part of the treatment of most cancers. In 2015,
80% of the 15.2 million new diagnosis cases of cancer needed
surgery (1). However, the perioperative period might be criti-
cal: the long-term follow-up of a cohort of 1,173 patients who
underwent mastectomy for breast cancer suggested a bimodal
recurrence pattern with an early broad peak at about 18 months
after surgery and a second one at about 60 months. If the second
peak might be the natural outcome of the breast cancer disease,
the first one might result from an early escape of cancer cells
from dormancy as well as for recurrence driven by surgery (2).
Several competing hypotheses have been proposed to explain
this phenomenon (3): surgery might lead to pro-tumorigenic
inflammatory changes during the perioperative period, such as
increased levels of pro-inflammatory cytokines, prostaglandins,
or catecholamines, which might also affect the competence of
parts of the innate immune system, such as natural killer (NK)
cells, which are crucial for the detection disintegration of circu-
lating tumor cells (CTCs) (4). The surgical stimulus might also
increase levels of growth factors like vascular endothelial growth
factor (VEGF), basic fibroblast growth factor, transforming
growth factor beta (TGF-p), heparin-binding epidermal growth
factor-like growth factor, or platelet-derived growth factor, which
have all been linked to tumor growth and metastasis (5-7). By
inducing this pro-inflammatory environment in combination
with its effects on immune surveillance, surgery itself might
therefore enhance cancer cell dissemination and escape from
immune surveillance and other hallmarks of cancer such as
entrapment, invasion, migration, adhesion, or increasing of
NETs (3). Added to the fact that primary tumor removal may
promote tumor cell dissemination (8, 9), those effects could
enhance establishment of new metastatic foci or accelerate
growth of micrometastases (5).

Asanesthesia is akey element of the perioperative period, it has
been hypothesized that it could possibly also have an influence on
cancer recurrence after surgery. On the one hand, some anesthetic
and analgesic drug receptors are overexpressed in tumor tissues
and are associated with metastasis (10). On the other hand, sev-
eral retrospective studies have suggested an impact of anesthesia
on cancer survival (11); notably, regional anesthesia might be
associated with a reduced risk of cancer relapse or recurrence in
some studies, although there are also studies reporting no effect
(12-14). One of the proposed hypotheses to explain these obser-
vations may be related to the anti-inflammatory effects of local
anesthetics (LAs) affecting proliferation, migration, or invasion
of cancer cells as well (15-17). This review aims at summarizing
different properties of amide-linked LAs bearing the potential to
exert antitumor or antimetastatic effects. Lidocaine might be of
particular interest, as this LA can be used intravenously for mul-
timodal analgesia (18). Perioperative intravenous (IV) lidocaine
has already been shown to reduce postoperative pain and opioid
requirements (19), appears to be safe, and might not only reduce
inflammatory markers but also the length of hospitalization, e.g.,
after colorectal surgery (20). The drug might therefore be an ideal
candidate for a clinical trial evaluating the effects of amide-linked
LAs on recurrence after cancer surgery.

ANTI-INFLAMMATORY EFFECTS OF LAs
IN VITRO AND IN VIVO

Anti-inflammatory effects of LAs are well-known and have been
studied extensively (21). However, the influence of LAs on the
integrity of the endothelial barrier might be crucial for a possible
inhibitory effect on the generation of metastasis during the perio-
perative period (14). CTCs—released into the circulation from
the primary tumor during surgical removal of the latter—are able
to form new (microscopic) metastatic lesions (22, 23), which will
finally determine the patient’s fate, even after a complete surgical
removal of the primary tumor (24, 25). Endothelial barrier func-
tion is mostly regulated by Src protein tyrosine kinase (Src) and the
activation of the enzyme will lead to a loss in endothelial barrier
integrity via phosphorylation of its main substrate caveolin-1 at
tyrosine 14 and several subsequent signal transduction pathways
finally leading to the disruption of tight junctions and an increase
in neutrophil adhesion and transmigration (26, 27), which might
also be able to ease the extravasation of CTCs from the circulation
(28). Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) is crucial for the
adhesion and transmigration of neutrophils to the endothelium,
thus aggravating the inflammatory response (29, 30). Additionally,
phosphorylation of ICAM-1 is not only Src-dependent but also
leads to an increase in neutrophil binding and transmigration
(31). Src is activated by certain inflammatory cytokines, such as
tumor necrosis factor alpha (TNFa), which is released at increas-
ing concentrations—possibly due to surgical stress—during the
perioperative period (32, 33). Therefore, the endothelial barrier
might be impaired and the formation of new metastatic sites might
be favored (14, 34). However, there is evidence that the amide LAs,
such as lidocaine and ropivacaine, might be able to attenuate the
inflammatory response in the endothelium, which might then lead
to a preservation of endothelial barrier integrity (35, 36). In a model
of experimental acute lung injury triggered by tracheal instillation
of bacterial lipopolysaccharide, ropivacaine was able to attenuate
the formation of pulmonary edema and neutrophil transmigration,
most certainly by decreasing Src and ICAM-1 expression in rats
and mice (37, 38). Data from in vitro experiments using human
lung microvascular endothelial cells incubated with TNFa and
ropivacaine or lidocaine suggested that the drugs might be able to
preserve endothelial barrier function by inhibiting signal transduc-
tion by the cytokine receptor TNFR1, which subsequently also lead
to less Src and ICAM-1 activation and/or phosphorylation (39).

Neutrophil transmigration has also been demonstrated to be a
factor influencing CTC extravasation and metastasis, as the CTCs
might use the activated leukocytes as some sort of “facilitator” for
their own transmigration by binding of cancer cell ICAM-1 to
neutrophilic CD11b (integrin aM) (40, 41). Therefore—at least in
terms of CTC extravasation—it might be beneficial that LAs seem
to impair neutrophil activation and priming (42-44).

ANTI-INFLAMMATORY =
ANTIMETASTATIC?

There is a large overlap between inflammatory signaling pathways
found to be crucial in inflammation as well as in cancer (17, 45, 46).
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For instance, Src kinase is also involved in signal transduction
leading to cancer cell migration, cytoskeleton changes, invasion,
proliferation, and the extravasation of CTCs (45, 47-49). Src
activation and ICAM-1 phosphorylation in cancer cells can not
only be induced by incubation with TNFa but also be blocked
by clinically relevant concentrations of lidocaine and ropivacaine
(16). Furthermore, the inhibition of Src activation by amide LAs
also has an impact on the activation of Akt and focal adhesion
kinase (15), a pathway which might also have a crucial role in
triple negative breast cancer and is currently investigated for
the development of new targeted therapies (48). A decrease in
TNFa-induced secretion of cancer cell matrix metalloproteinase
9—an enzyme necessary for the degeneration of the extracellular
matrix by malignant cells (50)—in combination with a subse-
quent decrease in invasiveness in vitro has also been linked to the
inhibition of Src activation by the LAs (15). Interestingly though,
depending on the cell type used, the observed effects on cancer
cell invasiveness have both been shown to be either independent
(Src-dependent mechanism in non-small-cell lung cancer cells) or
dependent (sodium channel variant Na,1.5 in colon cancer cells)
on the blockade of the voltage-gated sodium channel (VGSC)
(16, 51). Cancer growth might also be affected by LAs, as lido-
caine has been shown to induce apoptosis and suppress tumor
growth in human breast tumor cells (52) as well as in other tumor
cells in vitro (15, 16, 53-57). Interestingly, it might also be able to
sensitize breast cancer cells against chemotherapeutic drugs (58).

Besides these already well-established in vitro effects, a very
recent study showed encouraging results regarding a possible
inhibition of tumor growth by lidocaine in a xenograft model
in vivo (54): cells originating from a human hepatocellular
carcinoma cell line have been injected subcutaneously into
immunocompromised mice, which then have been subject to
treatment with lidocaine (30 mg/kg) twice a week injected into
the peritoneal cavity. Compared to control, lidocaine treatment
was able to reduce the growth of the tumor. Furthermore, it was
also found to be as effective as treatment with cisplatin (3 mg/kg,
once per week) and was even able to increase the sensitivity of the
tumor against cisplatin, which the authors related to an increased
induction of apoptosis by the LA (54). In another study, the phe-
nomenon of enhancing the effectiveness of a chemotherapeutic
agent has been linked to the fact that lidocaine was demonstrated
to induce demethylation of deoxyribonucleic acid in breast
cancer cells, thus interfering with the cells’ epigenetics, i.e., their
regulation of gene expression (59).

In humans, many studies retrospectively analyzed the effects
of the use of regional anesthesia and LAs in patients undergoing
cancer surgery. Several studies showed a potential beneficial effect
(12, 60-62), while others did not (63-66). So far, no data from
adequately powered randomized controlled trials (RCTs) are
available and therefore the authors of a recent Cochrane review
concluded that there is currently only “inadequate” evidence for
a potential beneficial effect of the perioperative use of regional
anesthesia in cancer patients (67). However, these inconclusive
findings might, at least in part, be explainable by the large het-
erogeneity of studies, tumors, and patients alike (14). Moreover,
the intermediate outcomes of RCT so far have been encouraging:
in a pilot study utilizing blood samples from patients undergoing

breast cancer surgery (NCT 00418457), the serum of women
anesthetized with propofol and paravertebral block induced more
apoptosis in a triple-negative breast cancer cell line compared
to serum derived from women exposed to sevoflurane and an
opioid-based regimen (68). In addition, these two different anes-
thetic techniques might also have an impact on serum concentra-
tions of factors contributing to tumor progression after surgery:
propofol plus paravertebral block increased the level of TGF-p,
whereas sevoflurane together with opioids increased the level of
VEGF-C 24 h after surgery (69). But as both TGF-p and VEGF-C
are involved in the regulation of tumorigenesis (70, 71), these
findings are insufficient to favor any of those two techniques.

EFFECTS ON THE IMMUNE SYSTEM:
IMPLICATION FOR MALIGNANT
DISEASES

The Central Role of the Immune System

in Cancer

Immunosurveillance by the innate immune system plays a crucial
role in the early stages of carcinogenesis and is a promising target
to treat breast cancer (72, 73). NK cells drive this process and
play a key role in detecting abnormal growth and subsequent
activation and recruitment of other immune cells to eliminate
cancer cells (74). Moreover, NK dysfunction can lead to breast
cancer progression (75), and restoring NK activity is currently
under investigation as part of the treatment regimen for breast
cancer (76). A derangement of immune processes is a common
event during the perioperative period and might lead to severe
disturbances, e.g., of NK cell function with subsequent enhanced
dissemination of CTCs (77), as NK cell activity can be impaired
for up to 7 days after breast cancer surgery (78). Furthermore,
surgery shifts the balance of T-helper (Th)1/Th2 toward the Th2
humoral response, a phenomenon which also exerts pro-tumor
actions (79, 80).

Impact of LAs on Cell-Mediated Immunity

The impact of LAs on antitumor immunity and NK cell func-
tion is still contradictory. Thus, a meta-analysis comparing the
effect of spinal or epidural anesthesia with general anesthesia
failed to demonstrate any enhancement of NK cell function after
neuraxial anesthesia, due to a significant degree of heterogeneity
of the five eligible studies (81). However, the choice of the anes-
thetic technique might still have an impact on NK cell function:
according to a pilot study from the already mentioned RCT
evaluating patients undergoing breast cancer surgery with two
different anesthetic regimens (propofol + paravertebral block vs.
sevoflurane + opioids only, NCT 00418457), serum of women
anesthetized with propofol plus paravertebral block for breast
cancer surgery impaired the antitumor activity of NK cells much
less than that of women exposed to sevoflurane and opioids (68).
Turning more specifically to lidocaine, this LA might also affect
NK cell activity differently, depending on the concentration used:
from the early 1980s until the 2000s, in vitro studies have shown
that lidocaine might compromise NK cell activity, but the experi-
mental concentrations tested were high (from 0.2 to 5 mg/ml

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

December 2017 | Volume 4 | Article 235

46



Chamaraux-Tran and Piegeler

Impact of Lidocaine on Breast Cancer

whereas a level of 5 pg/ml is toxic) and were not compatible with
concentrations found after a systemic use of the drug (82-84).
However, more recently Ramirez et al. have shown that lidocaine
at lower and clinically relevant concentrations (10~* to 10~ M)
may instead preserve cytotoxicity of isolated human NK cells
(85). Whether LAs might also affect other immune cells, e.g.,
lymphocytes, remains controversial: proliferation of Jurkat cells,
an immortalized human T lymphocyte cell line commonly used
to study T cell signaling or the expression of various chemokines,
was decreased by lidocaine via the induction of apoptosis (86,
87) or via a dose-dependent inhibition of the cytokines IL-2 and
TNF-« (88). It is difficult to translate those in vitro results to a
clinical immunosuppressive effect of lidocaine because Jurkat
cells are derived from the peripheral blood of a patient with T cell
leukemia and express the uncontrolled characteristics of cancer
cells (89). More physiologically, lidocaine also had an immuno-
suppressive effect on isolated mouse T cells derived from Peyer’s
patches (90) and reduced the secretion of pro-inflammatory
cytokines in freshly isolated peripheral blood T cells (88). In addi-
tion, lidocaine inhibited the differentiation of Th1 cell responses
of mice dendritic cells (91). However, all these experiments
again used excessive lidocaine concentrations and therefore a
translation into daily clinical use might be rather difficult. On
the contrary, under clinical conditions, Yardeni et al. have shown
that intraoperative IV lidocaine in combination with patient-
controlled epidural analgesia was able to preserve lymphocyte
response to phytohemagglutinin-M compared with a control
group receiving only normal saline. This suggests that lidocaine
might be able to reduce immune dysfunction as induced by the
surgical stimulus (92). These results were later confirmed by Wang
et al. who have shown that IV lidocaine might also preserve the
balance of Th1/Th2 after radical hysterectomy for cervical cancer,
whereas Th1/Th2 imbalance might favor tumor cells to escape
immune surveillance and clearance (93). All those clinical data
suggested an enhanced effect of lidocaine on immunity and might
support its clinical use during the perioperative period. While
intraoperative IV lidocaine failed to confirm an opioid sparing
effect after breast cancer surgery in two studies (94, 95), those
same trials have shown a decrease of the incidence and severity of
persistent postsurgical pain at the same time (95, 96). One of the
hypotheses argued by the authors to explain those results is the
impact of the anti-inflammatory properties of lidocaine.

Because the in vitro results remain unclear and the clinical
mechanisms of action of lidocaine on immune functions are
unsettled, it seems urgent to design a clinical trial to study the
impact of IV lidocaine on immune function and cancer surveil-
lance and follow the patient to see if an immune modulation dur-
ing surgery may have an impact on outcome after breast cancer
surgery.

“FROM BENCH-TO-BEDSIDE”
APPLICATION FOR IV LIDOCAINE IN
ONCOLOGY?

We have summarized above a lot of promising data—in particular
detailed evidence of plausible direct and putative mechanisms of

action—to support a new use of lidocaine in oncologic patients
as it bears the potential to serve as a “repurposing candidate”
drug (97).

First of all it is a well-known drug, commonly used in
multimodal analgesia (98) with a well-established an evalu-
ated toxicologic and pharmacokinetic profile for this purpose
(99-101).

However, a number of steps have to be undertaken before
repurposing IV lidocaine for oncologic diseases. Unfortunately,
there is no reliable clinical evidence of its oncological effects
available right now. Therefore, we urgently need randomized
controlled clinical trials to test the hypothesis of lidocaine’s anti-
tumor effects at clinically relevant doses as suggested by the large
amount of in vitro and in vivo evidence.

So far, the oncological properties of lidocaine were mainly
assessed by retrospective studies or secondary analyses of patients
enrolled in published clinical trials which were not powered and
designed to study other effects or outcome parameters (14). In
order to test the hypothesis that lidocaine might have an antitumor
or antimetastatic effect, patients would have to be randomized to
receive IV lidocaine at relevant doses for perioperative analgesia
or placebo. Possible outcome measures could, for instance, be the
disease-free survival after a long-term follow-up or the impact
of lidocaine on inflammatory or NK cytotoxic functions after
surgery. Identifying subgroups of procedures and surgeries where
patients are responsive to lidocaine would be useful to demon-
strate a protective effect of this LA against recurrence and metas-
tasis. This strategy might help to avoid the inconsistent results
of studies on protective effect of regional anesthesia (14). Thus,
patients undergoing colorectal or breast cancer surgery could be
of interest as those surgeries imply a high risk of local or distant
relapse, even after achieving a complete surgical resection (102).
Additionally, some phenotypes of those cancers overexpress one
of the main targets of lidocaine: the VGSC which might also be
involved in the process of metastasis (103).

CONCLUSION

Due to its large therapeutic margin, strong anti-inflammatory
properties and potential beneficial impact on the innate immune
surveillance system, lidocaine might be an ideal candidate
for drug repurposing in cancer, which might potentially affect
the patients’ outcome dramatically. Besides the already proven
favorable effects of perioperative IV lidocaine application on,
e.g., post-operative pain and inflammation, patients with (breast)
cancer might also benefit from an antimetastatic effect, ideally
associated with a subsequent increase in recurrence-free and
overall survival. However, due to the fact that there is currently not
enough clinical evidence to support this hypothesis, we urgently
call for clinical trials evaluating the effects of perioperative lido-
caine during cancer surgical period to answer the question once
and for all: is there a beneficial effect or not?
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Depuis cet article, d’autres études intéressantes sont parues concernant I’effet antitumoral de la
lidocaine. D’ Agostino et al. ont ainsi montré in vitro que la lidocaine inhibait la migration et
I’invasion de cellules de cancer du sein MDA-MB-231 en interférant avec le récepteur aux
chimiokines CXCR4 et perturbant ainsi le remodelage de I’actine (162). Dans un mod¢le murin
de cancer du sein ou des cellules syngéniques de carcinome mammaire 4T1 étaient injectées de
manicre orthoptique dans la glande mammaire des souris BALB/c, I’administration de lidocaine
lors de la chirurgie d’exérese prévenait I’apparition de métastases pulmonaires en synergie avec

le cisplatine (163) ou seule lors d’une anesthésie par sevoflurane (164).

Notre revue de la littérature concernant I’impact de 1’anesthésie sur le cancer montre que les
drogues anesthésiques peuvent interférer dans les voies de signalisation cellulaire et ainsi avoir
un effet sur la prolifération, 1’angiogenese et 1’apoptose de cellules cancéreuses. Mais
I’application clinique reste difficile, certaines données se contredisant entre les différentes
¢tudes expérimentales et les résultats obtenus en clinique. Ce point peut étre expliqué par le fait
que les agents anesthésiques sont utilisés en synergie. Par ailleurs, ils joueraient également un
role sur la réponse immunitaire, dont la préservation en périopératoire est un enjeu majeur de
prévention des récidives locales et des métastases (165) et sur les cellules souches
mésenchymateuses, impliquées dans la cicatrisation et la croissance tumorale (158). Dans une
revue de la littérature, Tavare et al. évoquent le role des facteurs induits par I’hypoxie ou HIF
(Hypoxia Inducible Factors) dans la récidive cancéreuse (166). Ces protéines sont régulées par
I’absence d’oxygene et agissent comme facteurs de transcription du VEGF, d’autres protéines
impliquées dans I’angiogenése et de chémokines. Leur régulation par les agents anesthésiques
est largement étudiée dans 1’ischémie-reperfusion, notamment dans le préconditionnement
pharmacologique et ces effets pourraient avoir un impact sur les cellules cancéreuses. D’autres
parametres, comme ’analgésie avec épargne morphinique ou autre effet potentialisateur des
drogues entre elles, sont également a prendre en compte. Kurosawa rappelait également dans
une revue qu’il n’existait actuellement aucune recommandation formelle pour la prise en charge
anesthésique des patients cancéreux et qu’outre les médicaments de I’anesthésie, des situations
rencontrées en peropératoire et gérées par 1’anesthésiste-réanimateur, telles que I’hypothermie,
I’hyperglycémie, I’hypotension et la transfusion de produits sanguins, jouaient un rdle dans la

dépression immunitaire (167).

Parmi ces données, les effets de la lidocaine sont ceux qui nous intéressent dans notre travail

expérimental car son application clinique fait déja partie de la pratique quotidienne, notamment
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en chirurgie mammaire ou les patientes bénéficient de I’infiltration de la zone opératoire et des
aires ganglionnaires. Par ailleurs, la lidocaine intraveineuse préviendrait les douleurs
postopératoires persistantes dans ce type de chirurgie (168). Ainsi, apres avoir rappelé la
pharmacocinétique des anesthésiques locaux, nous étudierons les effets directs de la lidocaine

sur la prolifération et la migration de cellules cancéreuses mammaires.
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Les anesthésiques locaux

Propriétés physico-chimiques des anesthésiques locaux

Les anesthésiques locaux (AL) sont des agents pharmacologiques bloquant la transmission
nerveuse au niveau de la moelle épiniére, des ganglions spinaux, des nerfs périphériques, des
plexus nerveux et des terminaisons nerveuses. Les AL sont des amines aromatiques,
généralement des bases faibles en solution aqueuse.

Ce sont des molécules amphiphiles dont la structure de base est constituée :

- d’un cycle aromatique insaturé¢ aux propriétés lipophiles

- d’un groupement amine (secondaire ou tertiaire) aux propriétés hydrophiles (169)

- d’une chaine intermédiaire courte (2-3 C) aliphatique reliant le cycle aromatique et le
groupement amine. Cette chaine intermédiaire (liaison ester (-COO-) ou amide (NHCO-))
détermine la classe des anesthésiques locaux : amino-ester ou amino-amide.

Les différents éléments qui composent cette chaine déterminent sa liposolubilité, ses propriétés
de liaison aux protéines et son affinité au site d’action. Les structures du cycle aromatiques et
du groupement amine déterminent les propriétés physico-chimiques des anesthésiques locaux.
Les AL amides ont moins d’effets secondaires que les AL esters, ceux-ci n’étant presque plus
utilisés en France. Les molécules les plus employées sont : la lidocaine, la mépivacaine, la
bupivacaine et la ropivacaine.

Ils comportent tous un carbone (C) asymétrique a 1’origine de deux stéréo-isomeres racémiques,
sauf la lidocaine.

Afin de les rendre solubles dans I’eau, les AL, qui sont basiques, sont préparés sous forme de
chlorhydrate. Leur pH est ainsi acide (entre de 3 a 5). Leur tamponnement au niveau tissulaire

par des ions bicarbonates libére la forme basique non ionisée qui agit dans les nerfs.
Pharmacocinétique des anesthésiques locaux

Liaison aux constituants du sang

La liaison des amides aux érythrocytes est faible et constante. La liaison aux protéines
plasmatiques est en revanche plus importante, de 1’ordre de 65% a 95%. Elle détermine la
fraction libre dans le sérum, susceptible de franchir les barriéres cellulaires. Les amides se lient
essentiellement a I’albumine, qui, du fait de sa forte concentration plasmatique (environ 40 g/1)
a une forte capacité¢ de fixation malgré sa faible affinité et a 1’orosomucoide (170) moins

prépondérant dans I’organisme mais dont I’affinité pour les AL est forte.
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Concentration au site d’action et absorption

En dehors de I’utilisation de la lidocaine en intraveineux, les concentrations d'AL sont
particulierement élevées au site d'action grace a leur mode d’administration par injection locale.
Leur durée d'action est conditionnée par leur vitesse de résorption systémique qui varie en
fonction du site d’injection, de I'dge, du poids ou encore chez la femme enceinte en raison de
modifications de la vascularisation ou de la quantité de graisse au niveau local.

Distribution des anesthésiques locaux

Le phénomeéne de distribution des anesthésiques locaux est important. En effet, lors d'une
injection unique, la courbe de concentration artérielle croise celle de concentration veineuse au
bout de 2 a 3 heures puis les concentrations s’équilibrent apres environ 12 a 18 heures
d'administration (171). Pour les amides, le volume de distribution est d'environ 1,5 a 2 L/kg.
De ce fait, I’injection intravasculaire accidentelle est sans conséquence s’il s’agit d’une petite
dose d’AL et si elle n’est pas réitérée.

Clairance des AL selon les différents organes

La clairance des médicaments par les organes dépend du temps de transit au travers de 1'organe
et des constantes d'association et de dissociation avec les protéines et les hématies. Apres leur
absorption au niveau systémique, les molécules d'AL arrivent au poumon ou une grande partie
est retenue. Le poumon joue ainsi le role de filtre protecteur contre la toxicité des AL au niveau
systémique. Toutefois, ce systeme protecteur est vite saturé. Les molécules non filtrées
rejoignent ensuite le cerveau ou le cceur via la circulation artérielle, sites les plus exposés a la
toxicité des AL. Au niveau cérébral, I’extraction des AL est rapide en cas d’administration en
bolus (en cas d’injection accidentelle généralement). En revanche, en administration continue,
la toxicité est la méme qu’a la concentration de sa fraction libre systémique.

Au niveau cardiaque, la part extraite par le myocarde est relativement faible, sans phénoméene
d’accumulation et avec une élimination rapide. Ces caractéristiques expliquent la récupération
d’une activité cardiaque spontanée aprés manceuvre de réanimation cardiopulmonaire. Au
niveau hépatique, la clairance des amides dépend de leur coefficient d’extraction hépatique
(supérieur a 60% pour la lidocaine et mépivacaine ou inférieur a 40% pour la bupivacaine). En
cas de coefficient d’extraction hépatique ¢levé, la clairance hépatique est limitée par le débit
hépatique, alors qu’en cas de coefficient d’extraction bas, la clairance sera dépendante de la
liaison des AL a I’albumine et a I’orosomucoide essentiellement.

Les AL sont utilisés depuis des décennies en analgésie obstétricale, aussi leur passage

transplacentaire est un phénoméne depuis longtemps étudié. Les concentrations libres d’AL
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s’équilibrent de part et d’autre du placenta. Toutefois, le seuil de toxicité feetale est abaissé
devant un pH feetal plus acide et une demi-vie allongée des AL chez les nouveau-nés (172).
Métabolisme et élimination des anesthésiques locaux

Les esters sont hydrolysés dans le sérum et le foie par les pseudocholinestérases.
L’¢limination des amides est li¢e a la clairance hépatique. En effet, les amides sont métabolisés

au niveau cytochrome P450 et les métabolites sont excrétés par le rein.

Pharmacodynamie des anesthésiques locaux

Les AL agissent en bloquant de facon réversible la transmission de I’influx nerveux le long des
axones. Ce mécanisme est concentration- et dose-dépendant. Initialement, ils allongent la durée
du potentiel d’action par I’inhibition des canaux sodiques voltage-dépendants des neurones,
limitant sa propagation puis I’augmentation de concentration des AL au niveau d’un nerf
s’accompagne d’une diminution de I’excitabilité membranaire, jusqu’a ce qu’aucun stimulus
ne déclenche de potentiel d’action.

Action au niveau du canal sodique

Le canal sodique est une volumineuse glycoprotéine composée d’une sous-unité a et des sous-
unités P. La sous-unité o possede quatre protéines ayant six domaines transmembranaires et qui
forment un pore hydrophile. Un domaine transmembranaire est sensible a la différence de
potentiel électrique intermembranaire. Lorsque le voltage atteint un seuil défini, le canal
s’ouvre brutalement et laisse entrer les ions sodium a I’intérieur de la cellule puis le canal
s’inactive quelques millisecondes plus tard par fermeture du pore. Les AL agissent par
obstruction du pore central. Le bloc est dit phasique car son intensité s’accroit avec la fréquence
de stimulation (173).

Chronologie du bloc nerveux

L’action analgésique des AL provient de D’interruption de l’influx au niveau des fibres
nerveuses, principalement des fibres C amyéliniques et des fibres peu myélinisées Ad
conduisant la douleur. La sensibilité aux AL variant selon 1’épaisseur des fibres nerveuses, le
bloc nerveux s’applique progressivement. Tout d’abord, on observe un blocage sympathique
(postganglionnaire) et une perte de la sensibilité thermique (par atteinte des fibres C, moins
¢paisses), puis un blocage de la douleur aigué (fibres Ad), une perte du tonus musculaire (fibres
Avy), de la sensibilité tactile (fibres AB) et enfin un bloc moteur associé une perte de la sensibilité

kinesthésique (proprioception) (par atteinte des fibres Aa, les plus épaisses).

55



Autres propriétés des anesthésiques locaux

Propriétés anti-inflammatoires intrinséques

Les AL possédent des propriétés anti-inflammatoires intrinséques et peuvent moduler la
réponse inflammatoire (174). Ainsi, Blumenthal ef al. ont montré que la ropivacaine atténue la
réponse inflammatoire induite par le LPS dans un modele cellulaire de syndrome de détresse
respiratoire aigu (SDRA) (175). Dans un modele animal de douleur postopératoire d’origine
inflammatoire, la bupivacaine peut modifier la réponse inflammatoire systémique secondaire a
un traumatisme local par inhibition de la production systémique de cytokines. Ces propriétés
ne résulteraient pas du blocage des canaux sodiques par les AL car 1’administration de
tétrodotoxine, un bloqueur spécifique des canaux sodiques, ne modifie pas la production
systémique des médiateurs de I’inflammation (176).

Action anti-oxydante des anesthésiques locaux

Le stress oxydant est impliqué dans I’amplification de la réponse inflammatoire et la production
de cytokines pro-inflammatoires. Leduc et al. ont mis en évidence les propriétés anti-oxydantes
de la bupivacaine sur la peroxydation lipidique (177). Les AL inhibent la production d’anion
superoxyde par les polynucléaires neutrophiles via un mécanisme impliquant la voie de
signalisation des récepteurs transmembranaires couplés a la protéine G (178).

Action des anesthésiques locaux sur la voie des MAPK

Les MAPK jouent un rdle fondamental dans la transduction du signal cellulaire. Elles sont
régulées par une cascade de phosphorylation. Trois de ces kinases notamment (Extracellular
signal-regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK) et p38 MAPK), activées par des
voies différentes, jouent un rdle dans I’inflammation. Il existe une activation des deux isoformes
de ERK (ERK 1/2) au niveau des neurones médullaires aprés inflammation périphérique.
Plusieurs études démontrent le réle de p38 MAPK dans la signalisation de la douleur. Au niveau
du ganglion de la racine dorsale des neurones primaires sensitifs, p38 MAPK est activée par
I’inflammation périphérique et par une 1ésion nerveuse. Svensson ef al. ont mis en évidence son
role clef dans la facilitation de la signalisation nociceptive au niveau médullaire (179). Les AL
peuvent agir sur la voie des MAPK. Ainsi Tan ef al. ont montré que des AL pouvaient inhiber
in vitro ’activation d’ERK médiée par le récepteur muscarinique par un mécanisme autre que
celui des canaux sodiques (180). Dans une autre étude, la bupivacaine inhiberait in vitro
’activation de ERK par blocage de I’influx calcique au niveau médullaire (181). Ces données

suggerent 1’existence de sites d’action de la bupivacaine a la fois pré- et post-synaptiques
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(respectivement au niveau des terminaisons des afférences nociceptives et des neurones de la
corne dorsale de la moelle).

Action des anesthésiques locaux sur le systeme adrénergique et sympathique

Sur le plan clinique, I’implication du systéme sympathique dans les phénomenes d’hyperalgésie
inflammatoire associés a 1’algodystrophie est connue. Les patients souffrant d’algodystrophie
peuvent fréquemment développer un syndrome douloureux bilatéral associé a des signes
neurovasculaires dans les suites d’un traumatisme unilatéral. Les symptomes cliniques sont
variés et peuvent toucher le systéme nerveux sympathique, le systéme somatomoteur et
somatosensoriel. L’intérét d’un bloc nerveux périphérique continu a été rapporté dans le
traitement de cette maladie. L’administration continue périnerveuse d’AL permet un
soulagement complet, une mobilisation précoce et une sortie de I’hdpital plus précoce chez des
enfants souffrant d’algodystrophie (182).

Action des anesthésiques locaux sur les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA)
L’activation des récepteurs NMDA est un facteur clé dans le développement de 1I’hyperalgésie.
In vitro, tous les AL peuvent inhiber 1’activation des récepteurs NMDA par des mécanismes
indirects et variés (183). Ainsi, la bupivacaine agirait au niveau de deux sites distincts du
récepteur NMDA : un site i€ a la glycine (co-agoniste obligatoire des récepteurs NMDA) et un
site non lié a la glycine (184).

Action des AL sur la mitochondrie

Les AL alterent le métabolisme énergétique par découplage mitochondrial in vitro (185). Dans
un modele animal, les AL diminuent significativement l'activité enzymatique de la chaine
respiratoire (186). Par ailleurs, le signal pro-apoptotique de la lidocaine aprés administration

intrathécale passe par la mitochondrie (187).
Toxicité des anesthésiques locaux

Effets toxiques systémiques

L’effet « stabilisateur de membrane » des AL peut avoir des répercussions graves sur le systéme
nerveux central et cardiovasculaire.

La prévention de la toxicité systémique des AL lors de leur utilisation en anesthésie locale et
locorégionale passe par le respect des posologies, la rigueur du geste technique et la surveillance
continue du patient pendant la procédure. La SFAR a notamment publié¢ plusieurs
« recommandations formalisées d’experts » (RFE) (188) et « recommandations pour la pratique
clinique » (RPC) (189,190) a ce sujet. Une quantité excessive d’AL, une modification de la

pharmacocinétique, une injection intravasculaire accidentelle peuvent entrainer une
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intoxication aux AL. La résorption systémique dépend de la vascularisation au niveau du site
d’injection et de la faible lipophilie de I’ AL. D’autres facteurs peuvent également étre impliqués
dans les mécanismes de toxicité (déséquilibre hydro-électrolytique, état de dénutrition avec
hypoalbuminémie ou encore 1’état de I’équilibre acidobasique).

Neurotoxicité des anesthésiques locaux

L’extraction des AL au niveau cérébral étant rapide, les signes neurologiques d’intoxication
aux AL précedent toujours les signes cardiaques (sauf en cas d’¢élévation tres rapide des taux
plasmatiques des AL).

Les premiers symptomes sont d’abord subjectifs : paresthésies péribuccales, golt métallique
dans la bouche, acouphénes, vertiges. Puis apparaissent des signes objectifs : diplopie,
tremblements des extrémités, logorrhée, confusion, myoclonies et convulsions (191). Les
convulsions sont dues a une désynchronisation neuronale des structures corticales et sous
corticales probablement liée a une diminution du tonus neuronal inhibiteur qui dépend surtout
du systeme GABAergique et de la conductance chlorée (192). Un coma peut survenir a un taux
plasmatique tres €élevé par blocage généralisé des canaux sodiques.

Cardiotoxicité des anesthésiques locaux

La toxicité cardiaque concerne la conduction et la contractilité cardiaque (191).

On peut observer des troubles de I’excitabilit¢ et de la conduction, des arythmies, une
diminution de la contractilit¢ myocardique et une vasodilatation périphérique. Une bradycardie
et un allongement de I’espace PR apparaissent en premier, suivis par des complexes QRS
¢largis. Apparaissent ensuite des troubles du rythme a type de tachycardie et de fibrillation
ventriculaire par un phénomeéne de réentrée. Les arythmies par réentrée sont favorisées en cas
d’acidose ou de dyskaliémie.

Allergies aux anesthésiques locaux

L’arrét de I’utilisation des esters a permis de réduire la fréquence des réactions allergiques de
type I médiées par les IgE. Les allergies aux amino-amides sont extrémement rares et surtout
liées aux adjuvants contenus dans la préparation (notamment le méthylparabene).

Utilisation des solutions d’émulsion lipidique en cas d’intoxication systémique aux
anesthésiques locaux

L’utilisation des solutions d’émulsion lipidique (EL) en 2006 a révolutionné la prise en charge
des intoxications aux AL, qui, avant cette date, consistait en une réanimation symptomatique

classique (193).
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Cette nouvelle approche thérapeutique a été proposée a la suite des travaux expérimentaux de
Weinberg et al. qui ont montré en 1998 que I’infusion d’une émulsion lipidique a base d’huile
de soja, utilisée habituellement comme solution de nutrition parentérale, pouvait prévenir (en
prétraitement) les effets systémiques d’une intoxication aux AL ou conduire au succes d’une
réanimation apres arrét cardiaque par intoxication a la bupivacaine chez le rat anesthésié (194).
D’autres travaux de la méme équipe ont confirmé ces résultats chez le chien (195) et dans un
modele de ceeur isolé de rat (196).

Plusieurs mécanismes d’action sont proposés pour expliquer I’efficacité des EL dans cette
indication. Une des premicres hypothéses est I’action directe des AL sur le bio-énergétisme
mitochondrial, en effet les AL peuvent bloquer la chaine respiratoire mitochondriale (185) et
entrainent ¢galement a un découplage mitochondrial (197), aboutissant a une diminution, voire
un arrét de la production d’adénosine triphosphate (ATP). Les EL pourraient agir comme une
source d’énergie directe pour le myocarde en contrebalangant les effets déléteres des AL. Les
acides gras disponibles dans les EL fourniraient les substrats nécessaire pour la respiration
mitochondriale dans le ceeur, aboutissant a une production d’ATP et ainsi a I’augmentation du
débit cardiaque (198). Cet effet est a relativiser car les concentrations d’AL nécessaires pour
observer ces effets métaboliques sont 1000 fois plus importantes que celles observées lors
d’intoxication systémique aux AL.

Un second mécanisme serait la stimulation directe des canaux calciques potentiel-dépendants
(Cav) myocardiques par les acides gras a chaines longues qui peuvent entrainer une
augmentation dose-dépendante du courant calcique et donc procurer un effet inotropique direct
intéressant dans la réanimation cardiaque de I’intoxication systémique aux AL (199).

Enfin, le mécanisme d’action majeur est la captation rapide des molécules d’AL par les
gouttelettes lipidiques. Ainsi Mazoit et al. avaient montré qu’a 1’équilibre, on pouvait doser
3000 molécules de bupivacaine dans une solution d’Intralipide ® contre une seule dans I’eau
plasmatique (200).

Conduite a tenir en cas d’intoxication aux anesthésiques locaux

Forte de ces données expérimentales et de plusieurs cas cliniques ayant rapporté 1’utilisation
avec succes des émulsions lipidiques en cas de toxicité systémique aigué des anesthésiques

locaux, la SFAR a établi un protocole de prise en charge, disponible sur son site internet :
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INTOXICATION AUX ANESTHESIQUES LOCA

SUSPECTER (et donc traiter)

golt métallique

Dysarthrie

Vertiges, nausées, acouphenes
Secousses musculaires
Malaise

dysesthésies bucco-linguales

oo 0o00

CONFIRMER

U Injection d’AL :
= |ntravasculaire : signes immédiats
= Résorption : retardée
U Neurologique :
= (Céphalée, paresthésie
= Convulsion, Coma
O Cardiaque:
= BAV, Tdr Ventriculaire
= Hypotension, collapsus
= ACR

Appel a l'aide
STOP Chirurgie

TRAITER

Arrét injection Anesthésiques locaux

Oxygénothérapie ou FiO2 =1 (Intubation si ACR ou convulsions
généralisées)

Réanimation cardio-respiratoire : cf ACR

=  Pasde doses importantes d’adrénaline 2 augmente la durée
du bloc

= Pas d’amiodarone (effet additif avec les AL)

O Emulsion Lipidique a 20%: Intralipide 20% : 3ml/kg en bolus (70kg=
210ml) ou Medialipide 20%: 6 a 9ml/kg en bolus, a répéter si
symptomatologie persistante m

O Benzodiazépines si convulsions prolongées <

O Surveillance monitorée pendant minimum 6 heures 5’55;

O Dosage du toxique (prélévement tube sec) u

Réalisée en 2016 par le CAMR Reéférences; ipi B
www.alr13.com/medias/files/intoxication-aux-anesthesiques-locaux-sfar-2010-1.pdf

(H
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La lidocaine

Décrite des 1948 (201), la lidocaine a plusieurs domaines d’application en anesthésie-
réanimation : comme anti-arythmique par voie systémique (202), pour la réalisation
d’anesthésies locales et locorégionales (203-206) (ALRIV, infiltration, bloc nerveux
périphérique, péridurales et rachianesthésie), comme analgésique lors des inductions
anesthésiques et en peropératoire (207—209), comme traitement de la douleur chronique de type
neuropathique (210,211). Nous nous intéresserons ici a ses mécanismes d’action par voie
systémique et en infiltration.

Meécanismes d’action de la lidocaine

L’action analgésique de la lidocaine intraveineuse est le fruit de ses multiples mécanismes
d’action, résultant de son interaction avec les canaux sodiques et de ses effets directs ou
indirects avec différents récepteurs et voies de transmission nociceptive.

Action classique de la lidocaine sur les canaux sodiques périphériques et centraux

La transmission du stimulus nociceptif périphérique dépend de la présence des canaux sodiques
voltage-dépendants. Ceux-ci peuvent étre retrouvés sur les neurones sensitifs périphériques
(NaV 1.8 et NaV 1.9) et sur les neurones sensitifs du systéme nerveux sympathique (NaV 1.7)
(212). Il existe également un sous-type embryonnaire de canaux sodiques (NaV 1.3) dont la
présence est décrite dans les neurones périphériques endommagés. Ce sous-type, surexprimé
au niveau des Iésions périphériques, est associé a la douleur neuropathique et est la cible de la
lidocaine dans le traitement de la douleur chronique (213). Méme a faible dose, la lidocaine
peut agir sur I’hyperalgésie centrale post-opératoire en bloquant les canaux sodiques résistants
a la tétrodotoxine (sur les mécano-nocicepteurs) au niveau de la moelle épinicre et des racines
dorsales (214).

Mécanismes analgésiques passant par d’autres voies que celle des canaux sodiques
Administrée par voie intraveineuse, la lidocaine entraine une augmentation de la concentration
d’acétylcholine dans le liquide cérébrospinal. Ceci permet d’obtenir une analgésie par
inhibition de la douleur descendante par liaison aux récepteurs muscariniques M3 (215),
inhibition des récepteurs a la glycine (216) et possible relargage d’opioides endogenes (217).
De plus, la lidocaine agit au niveau de la moelle épiniere en réduisant directement et
indirectement la dépolarisation post-synaptique médiée par les récepteurs NMDA et neurokines
(218). Dans des modeles animaux, la lidocaine appliquée sur les racines nerveuses avant leur
Iésion, préviendrait les douleurs neuropathiques par une moindre libération d’aminoacides

excitateurs (219) et une moindre activation des cellules microgliales (220).
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Action de la lidocaine sur les membranes phospholipidiques

Des études physico-chimiques ont montré que la lidocaine avait un mode d’entrée différent de
la bupivacaine dans les membranes phospholipidiques, avec une affinité plus importante pour
la face interne de la bicouche membranaire (221).

De fortes concentrations de lidocaine peuvent également altérer la continuité des membranes
cellulaires grace aux propriétés détergentes des AL, analogues aux surfactants, causant
notamment des 1ésions nerveuses irréversibles (222). Ce mécanisme peut également expliquer
I’activité antimicrobienne concentration-dépendante de la lidocaine sur les Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans (223) et Streptococcus
pneumonia (224).

Propriétés anti-inflammatoires de la lidocaine

La lidocaine intraveineuse réduit la réponse inflammatoire a I’ischémie tissulaire et atténue les
dommages tissulaires induits par les cytokines endothéliales et vasculaires par le biais d’un
mécanisme impliquant les canaux potassiques ATP-sensibles mitochondriaux (225). Elle inhibe
’activation des polynucléaires neutrophiles, leur adhésion, démargination, chimiotactisme et
sécrétion de médiateurs comme les cytokines (174). Elle agit également sur d’autres voies :
prostaglandines, leucotriénes, thromboxanes, histamine... (226).

Pharmacocinétique de lidocaine

Les effets thérapeutiques, secondaires et toxiques de la lidocaine dépendent de sa concentration
plasmatique. Bien qu’il existe un chevauchement entre les concentrations thérapeutiques et
celles ou des effets secondaires peuvent étre observés, la cible thérapeutique communément
admise est une concentration plasmatique de lidocaine entre 2 et 5 png/mL, les effets secondaires
subjectifs pouvant étre observés entre 3 et 6 ug/mL et les effets toxiques aux alentours de 10
png/mL chez la personne agée (227). Les cas de cardiotoxicité ont été observés pour des
concentrations plasmatiques de 21 pg/mL (228). La masse molaire de la lidocaine étant de
234,33 g/mol, la concentration systémique maximale tolérable serait de 6 pg/mL soit a 25 uM
en condition expérimentale.

La diffusion de la lidocaine se fait selon un modéle bi-compartimental ou le compartiment
central comporte la circulation sanguine et les organes nobles (foie, coeur, cerveau, poumon et
rein) et le compartiment périphérique les organes moins bien perfusés (muscle, peau et graisse).
Avec une demi-vie de distribution trés courte, inférieure a 10 minutes, la phase d’équilibre entre
le plasma et le compartiment central est trés rapide et détermine le délai d’action de la lidocaine.

La demi-vie d’élimination, entre 90 et 120 minutes est le reflet du métabolisme hépatique et de
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la redistribution du médicament. La biotransformation hépatique est la principale voie
d’élimination. 60 a 70% de la lidocaine est ¢liminée par le premier passage hépatique. Ainsi, le
métabolisme de la lidocaine est dépendant du débit hépatique. Et bien qu’étant une base faible,
avec une ¢limination urinaire pH-dépendante, la part rénale de son métabolisme est infime.

A vpartir des travaux de Rowland er al. et Thomson et al. sur la pharmacocinétique de la
lidocaine (229,230), Waller avait proposé deux €quations permettant de calculer les doses de
bolus et d’infusion continue de lidocaine nécessaire a un sujet sain :

e DC (ug) =Cp (ug /mL) x V. (mL/kg)
e DE (ug /min) = C, (pg /mL)x Cl (mL/min/kg)

ou DC est la dose de charge, Cp la concentration plasmatique V. le volume de distribution

dans le compartiment central, DE la dose d’entretien et Cl la clairance de la lidocaine (227).
Ainsi en partant d’un volume de distribution central d’environ 0,5 L/kg chez le sujet sain, une
dose de charge de 1 mg/kg permet d’obtenir une concentration plasmatique de 2 pg/mL. Pour
une clairance de 10 mL/min/kg, une dose d’entretien de 10 pg/kg/min permet de maintenir une
concentration plasmatique de 1 pg/mL de lidocaine. Afin d’obtenir rapidement une
concentration plasmatique efficace, Waller propose l’association d’un bolus et d’une
administration continue.
L’insuffisance cardiaque entraine une diminution du volume de distribution et de la clairance
plasmatique. De méme, I’insuffisance hépatique prolonge la demi-vie d’¢élimination et diminue
la clairance plasmatique de la lidocaine. Ainsi, ces changements de paramétres
pharmacocinétiques contre-indiquent [’utilisation systémique de la lidocaine a visée
analgésique chez les patients atteints de ces défaillances d’organes. En revanche, il a été montré
que ni le volume de distribution, ni la clairance plasmatique n’étaient atteints en cas
d’insuffisance rénale, permettant 1’utilisation de la lidocaine aux mémes posologies que chez

les sujets sains (230).
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Anesthésiques locaux et chirurgie mammaire

Les anesthésiques locaux sont utilisés de manicre fréquente en chirurgie mammaire afin
d’assurer I’analgésie per et post-opératoire.

Utilisation clinique de la lidocaine en systémique

Lalidocaine intraveineuse, a visée analgésique, administrée en continu a fait I’objet de plusieurs
¢tudes randomisées, contrdlées et en double-aveugle, notamment en chirurgie viscérale. Dans
une méta-analyse publiée en 2008 portant sur 8 études, I’administration continue de lidocaine
en per- et post-opératoire améliorait la réhabilitation post-opératoire et diminuait la durée
d’hospitalisation (208). Les protocoles d’administration sont variables mais proposent
généralement un bolus suivi d’une administration continue qui s’arrétait a la fin de
I’intervention ou au maximum 24 heures apreés. Ainsi, Saadawy et al. proposent
I’administration d’un bolus de 2 mg/kg , 15 minutes avant I’induction de 1’anesthésie puis une
administration continue de 2 mg/kg/h jusqu’a la fin de I’intervention pour les cholécystectomies
par voie laparoscopique. Ce protocole permet une diminution de la consommation de fentanyl
peropératoire et de morphine post-opératoire, des scores de douleur et de la durée de 1’iléus
(231). De Oliveira et al. ont montré qu’un protocole d’un bolus de 1,5 mg/kg suivi d’une
administration intraveineuse de 2 mg/kg/h jusqu’a la fin de la chirurgie améliorait la
réhabilitation post-opératoire en chirurgie bariatrique par voie ceelioscopique par une moindre
consommation d’opioides (232). Dans la chirurgie carcinologique mammaire Grigoras et al.,
ont proposé un protocole analgésique comportant un bolus d’1,5 mg/kg de lidocaine avant
I’induction anesthésique suivi d’une administration continue de 1,5 mg/kg/h stoppée une heure
apres la fermeture de la peau. Cette prise en charge a permis la diminution de I’incidence et de
la sévérité de la douleur persistante post-opératoire (168). La prévention des douleurs
chroniques post-mammectomies a été confirmée en post hoc d’une autre étude (233) ainsi que
dans une étude pilote récente (234).

La tolérance de la lidocaine intraveineuse est correcte au vu des études publiées. Les taux
plasmatiques étant toujours inférieurs au seuil de toxicité. Aucun accident cardiaque n’a jamais
été rapporté dans la littérature pour les protocoles d’analgésie a la lidocaine intraveineuse. Ces
données sont toutefois a relativiser : les patients ayant des comorbidités séveres étant
systématiques exclus de ces études randomisées. Dans une revue récente, Beaussier et al. ont
rappelé les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques chez les sujets sains et

présentant des comorbidités ainsi que les bénéfices attendus en période périopératoire (228).
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Infiltration péricicatricielle

L’analgésie par infiltration consiste en 1’injection d’un agent anesthésique dans un espace sous-
cutané ou une paroi musculo-aponévrotique afin d’empécher la formation du message
douloureux par blocage des rameaux terminaux de plusieurs nerfs. Par ailleurs, I’infiltration
seule peut suffire pour un acte chirurgical mineur comme la cure de hernie inguinale ou elle
peut étre associée a une analgésie systémique ou locorégionale (235).

Les études concernant la pratique des infiltrations au cours de la chirurgie du sein ont été
reprises dans une méta-analyse qui conclut a I’absence d’efficacit¢ de [D’infiltration
péricicatricielle sur la douleur postopératoire (236). Il faut toutefois tempérer ces résultats, la
chirurgie mammaire étant une chirurgie pariétale, dont la douleur varie en fonction du type
d’intervention, plus ou moins délabrante, et de la nécessité d’un curage axillaire.

Aprées cette méta-analyse, une étude randomisée en double aveugle retrouvait une diminution
de la douleur au repos et a la mobilisation durant les six premieres heures postopératoires mais
pas de prévention des douleurs chroniques (237). Pourtant, il a ét¢ montré dans le cadre
spécifique de la chirurgie du sein, que plus la douleur aigué postopératoire était sévere, plus il
existait un risque de douleur chronique (238).

En revanche, Schell et al. ont montré qu’il existe un effet bénéfique de I’irrigation
postopératoire continue d’AL avec une diminution de la douleur post-opératoire immédiate et
une moindre consommation en morphine (239). Sidiropoulou ef al., ont comparé 1’efficacité
d’une infiltration continue d’AL pendant 24 heures versus un bloc paravertébral (BPV) chez
des patientes opérées d’une mastectomie avec curage axillaire. La consommation d’opioides
¢tait similaire, les scores de douleur faibles dans les deux groupes, mais il existait une
supériorité du BPV en postopératoire immeédiat (apres 4 heures) puis de Iinfiltration apres 16
heures, I’infiltration continue d’AL pouvant ainsi étre proposée comme alternative efficace au
BPV (240). L’infiltration locale tumescente permet également de réduire les douleurs post-
opératoires et la consommation de morphine apres chirurgie de réduction mammaire (241). Si
les résultats en termes d’analgésie restent discutables, les infiltrations d’ AL restent une pratique
clinique assez répandue.

Instillation d’AL a travers les drains de Redon

En cas de mastectomie totale et/ou curage axillaire, un drain de Redon est mis en place en fin
d’intervention afin de drainer les exsudats du site opératoire. L’instillation d’anesthésiques

locaux a travers ces drains permet d’améliorer 1’analgésie post-opératoire des 12 premicres

heures environ (242,243).
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Bloc paravertébral

La technique analgésique de référence dans la chirurgie du sein reste le bloc paravertébral qui
consiste en I’injection d’un anesthésique local a proximité des racines des nerfs rachidiens, juste
aprés leur sortie du canal médullaire, lorsque ceux-ci se situent au contact des apophyses
transverses. Une méta-analyse de 4 études a montré que le BPV permettait de diminuer
significativement la douleur 6 et 12 heures apres I’intervention (236).

Si le BPV semble efficace sur la douleur postopératoire immédiate, son intérét apres 24 heures
ne semble pas évident. En effet, deux essais cliniques prospectifs et randomisés comparant une
anesthésie générale seule et une AG associée a un BPV chez des patientes devant subir une
chirurgie du sein ont confirmé une diminution significative de la douleur en postopératoire
immédiat dans le groupe ayant recu le BPV. En revanche, apres sortie de la salle de réveil et
une semaine apres la chirurgie, il n’existait plus de différence significative entre les groupes
(244,245).

Comme pour les infiltrations, les résultats sur la douleur aigu€ sont sans doute dus au fait que
pour les interventions les plus courantes, la douleur postopératoire est facilement contrdlée par
une analgésie systémique multimodale. Le BPV pourrait avoir un effet bénéfique sur les
interventions plus délabrantes, susceptibles de provoquer une douleur plus intense.

En ce qui concerne la douleur chronique, Kairaluoma ef al., ont montré un effet protecteur du
BPV, en comparant dans une étude randomisée, prospective et en double insu, la douleur 6 et
12 mois apres chirurgie du sein chez des patientes recevant une anesthésie générale et des
patientes ayant bénéficié d’un BPV avant I’anesthésie générale. La douleur au repos et en
mouvement était moins importante dans le groupe ayant recu le BPV a 12 mois. Par ailleurs, il
existait une corrélation entre la consommation de paracétamol codéiné durant les 14 premiers
jours postopératoires et la présence de douleurs du creux axillaire, au repos et neuropathique
12 mois apres (246).

Les blocs pectoraux

Les blocs « plan » ou « plane blocks » consistent a injecter des AL entre deux muscles pour
bloquer I’influx des nerfs sensitifs se trouvant entre eux. Plusieurs plane blocks ont été

développés par Blanco pour la chirurgie mammaire.

Le « pec block » | (PECS 1)

Le PECS I bloque le nerf pectoral latéral et la branche terminale du nerf pectoral médial : il
correspond au bloc du muscle grand pectoral. Cette technique est proposée pour les
reconstructions mammaires par prothese rétro pectorale. (247)
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L’association du « pec block » I au BPV est recommandée dans la chirurgie reconstructrice du

sein. Ces deux techniques améliorent 1’analgésie postopératoire.

Le « pec block » Il (PECS II)

L’injection d’AL entre les muscles petit pectoral et dentelé antérieur bloque le nerf intercostal
brachial et les branches latérales des troisiéme et quatriéme nerfs intercostaux. Ce bloc est
recommandée lors d’un abord de la chaine ganglionnaire axillaire et lors d’une chirurgie des

quadrants latéraux du sein et peut-étre associé au PECS I lors d’une reconstruction mammaire

(248).

Les « pecs » combinés

Cette technique associe PECS I et II. Une étude prospective randomisée comparant le BPV aux
« pecs » combinés sur des femmes opérées d’une mastectomie avec un curage axillaire ont
montré une durée d’analgésie plus longue, une épargne morphinique et une EVA plus basse
jusqu’a 12 h apres D’intervention dans le groupe PECS. En revanche, les scores EVA étaient

plus élevés 18 et 24 heures apres 1'opération, au repos comme en mouvement (249).

Le « serratus plane block »

Ce bloc consiste a bloquer les rameaux cutanés latéraux issus des nerfs intercostaux par
injection d’AL a proximité du muscle serratus, en superficie ou en profondeur. La réalisation
du curage axillaire ou la recherche du ganglion sentinelle peut plus s’avérer complexe lorsque
le bloc est réalisé en superficie, le repérage des nerfs long thoracique et/ou thoraco-dorsal en
neurostimulation étant plus difficile, I’injection profonde permettant de contourner ce probléme

(250).

Ainsi, I'utilisation des anesthésiques locaux et notamment de la lidocaine est fréquente en
chirurgie mammaire. Dans notre pratique clinique a I’hdpital de Hautepierre, étant donné les
résultats en termes d’analgésie et la facilit¢ d’administration, nous avons choisi de combiner
I’analgésie par lidocaine intraveineuse mise en place dés ’induction de I’anesthésie et
maintenue pendant le sé¢jour en salle de surveillance post-interventionnelle et I’instillation de
150 mg de naropéine (un autre anesthésique local) pendant 15 minutes a travers les drains de

Redon en fin d’intervention.
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Résultats
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Objectifs de la these

Devant les données cliniques et expérimentales concernant I’effet des AL sur des cellules
cancéreuses, nous avons voulu rechercher leur action sur des cellules cancéreuses mammaires.
Notre choix s’est porté sur la lidocaine car elle est utilisée en pratique clinique a la fois en
infiltration mais également par voie intraveineuse. Par ailleurs, sa pharmacocinétique et

pharmacodynamie sont largement documentées.

Notre hypothese est que la lidocaine a un effet antitumoral direct dans le cancer du sein. Nous
avons ainsi cherché a étudier son effet sur différentes lignées de cellules cancéreuses

mammaires ainsi que sur une lignée de cellules mammaires non-tumorales.

Dans un premier temps, nous avons observé les effets antitumoraux de la lidocaine sur un panel
de différentes cellules cancéreuses de sein in vitro et in vivo. Nos expériences sont rapportées
dans un article publi¢ en 2018 dans Anticancer Research (251).

Viabilité et migration cellulaires ont ét¢ mesurées sur une lignée épithéliale bénigne (MCF-
10A) et 3 lignées cellulaires représentant 3 phénotypes principaux de cancer de sein, les cancers
hormonaux-dépendants (MCF-7), les cancers sur-exprimant HER2 (SkBr3) et les cancers
triple-négatifs (MDA-MB-231). La viabilité de ces 4 lignées était altérée par la lidocaine et la
migration cellulaire était également altérée sur la lignée triple négative et la lignée surexprimant
HER?2, alors que la lignée bénigne n’était pas altérée. La lignée triple négative avait une plus
grande sensibilité a la lidocaine in vitro, nous avons voulu vérifier dans un modele animal de
carcinose péritonéale si la lidocaine conservait des propriétés antitumorales in vivo. Ainsi a des

doses utilisables en clinique, la lidocaine a des propriétés antitumorales in vitro et in vivo.

Dans un deuxiéme temps nous avons ¢étudié les mécanismes d’action de la lidocaine sur les
cellules cancéreuses du sein. Deux stratégies ont été suivies : une approche globale visant a
isoler et identifier les genes dérégulés par la lidocaine par analyse comparative des
transcriptomes de cellules contrdles versus cellules traitées ; par une approche par gene-
candidat afin de vérifier si I’action de la lidocaine passait par sa cible pharmacologique la plus

connue : le canal sodique voltage-dépendant.
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Effets antitumoraux de la lidocaine sur des cellules de cancer du sein : étude in vitro et
in vivo

L’article est accessible via le lien suivant : http://ar.iiarjournals.org/content/38/1/95.abstract
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Etudes des mécanismes moléculaires d’action antitumorale de la lidocaine

Notre article étant essentiellement descriptif, il était essentiel de proposer des hypothéeses
mécanistiques.

Afin de mettre en évidence les mécanismes d’action de la lidocaine sur les cellules cancéreuses
du sein, nous avions deux stratégies : une approche globale visant a isoler er identifier les génes
dérégulés par la lidocaine grace au séquencage des ARN messagers et une approche par géne-
candidat afin de vérifier si I’action de la lidocaine passait par sa cible pharmacologique la plus

connue : le canal sodique voltage dépendant.

APPROCHE GLOBALE

Optimisation des expériences

Afin de mettre en évidence les mécanismes d’actions de la lidocaine dans le cancer du sein,
nous avons réalisé une analyse de I'expression différentielle des geénes a partir de données RNA-
Seq. Pour ce faire, il fallait tout d’abord optimiser les manipulations et déterminer une
concentration et un temps d’exposition a la lidocaine optimal en vue d’extraire I’ARN a envoyer
au séquencage. Nous avons donc réalisé plusieurs expérimentations mesurant 1’effet-dose de la
lidocaine sur les mécanismes de cancérogenc¢se. Comme la lidocaine entraine la mort cellulaire,
nous voulions isoler des transcrits dérégulés en amont de cet effet en utilisant une dose sub
Iétale. L objectif étant de de déterminer si certains genes sont plus exprimés dans des conditions
d’exposition Lidocaine versus Controle.

Choix de la lidocaine

Dans I’article (251), nous avons utilis¢ deux formes de lidocaine, une forme soluble dans
I’éthanol absolu, la Lidocaine, référence L7757, Sigma, PM : 234,34g/mol) que nous
nommerons ici Lido OH et une forme soluble dans 1’eau, la Lidocaine hydrochloride
monohydrate, référence L5647, Sigma, PM : 288,81g/mol). Les tests de viabilit¢ et de
migration avaient a I’époque étaient réalisés avec de la Lido OH tandis que les tests en soft agar
ont été réalisés avec la Lidocaine hydrochloride.

Nous avons ainsi tout d’abord refait des tests de MTT avec les deux formes de lidocaine. Le
test de viabilit¢ au MTT montrait des résultats différents en fonction de la forme de lidocaine

utilisée (figure 1).
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Figure 1 Viabilité des cellules MDA-MB-231 exposées a des doses croissantes de lidocaine selon technique de MTT. Variation
de lintensité de signal rapportée a la condition contréle (CTL) apreés 4h d'exposition a des concentrations croissantes de
lidocaine hydrochloride monohydrate (A) ou lidocaine OH (B), n=3 et chaque condition est réalisée en triple.

En effet, aprés une exposition de 4h a la concentration de 1mM, le signal de viabilité des cellules
augmentait de 12,7% pour les cellules exposées a la lidocaine hydrochloride monohydrate,
tandis qu’il décroissait de 7% pour les cellules exposées a la lidocaine éthanol. A 10mM, le
signal diminuait respectivement de 34% et 68%.

Les données de la littérature ont montré que 1’éthanol pouvait avoir un effet inhibiteur sur la
croissance tumorale a forte dose (252,253) ou au contraire favoriser des processus de
tumorogénese a faible dose (254). De plus, des études ont montré que certaines molécules
présentaient des propriétés antitumorales sous forme alcoolique et perdaient ces propriétés sous
forme hydrosolubles (255,256). Ces données, ajoutées au fait que le volume de solvant était
trop important, ont fait que pour le reste des expérimentations, nous avons utilisé la lidocaine
hydrochloride monohydrate. En effet, selon la fiche produit, la solubilité des deux formes de
lidocaine est de 50 mg/mL, ce qui conduisait a des solutions meéres présentant des
concentrations a 0,1731 M et 0,2134 M. Ainsi, de grands volumes de solutions étaient
nécessaires pour obtenir les concentrations finales maximales utilisées dans nos expériences :
pour obtenir une concentration de 10mM, le volume de Lidocaine + solvant occupait 5,78 et
4,76% respectivement. Il nous a donc paru nécessaire de concentrer la solution meére au
maximum. Ainsi pour la lidocaine hydrochloride monohydrate, il a été possible de diluer la
poudre a la concentration de 500 mg/mL et obtenir un PM=1,73M. En revanche, cette étape de
« concentration » n’a pu étre réalisée avec lidocaine soluble dans I’éthanol. En effet, lorsque la
solution mere était a une concentration X10 de 2,1M, son incorporation au milieu de culture
pour obtenir une concentration finale de 10mM engendrait un précipité blanchatre. Cette
réaction disparaissait lorsque la solution meére était concentrée a 0,42 M (soit X2 la

concentration préconisée par le fabriquant).
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Cette réflexion sur le solvant m’a permis par ailleurs d’écrire une lettre a I’éditeur concernant
un article publi¢ dans Anesthesiology (257) dans lequel la méthodologie était peu précise

concernant la forme de lidocaine utilisée.

Choix de la technique de viabilité et probleme du découplage mitochondrial

Parallelement aux expérimentations permettant le choix de la meilleure formulation, nous avons
¢galement di adapter nos expérimentations de viabilité/croissance.

Les techniques permettant de mesurer la viabilité/croissance disponibles au laboratoire
colorimétrique au sel de tétrazolium (MTT) et bioluminescent (Cell Titer Glo), se basent sur le
fonctionnement de la mitochondrie. Or, il pourrait y avoir un impact de la lidocaine sur cet
organite indépendant de 1’effet sur la viabilité globale. Il était donc nécessaire de controler la
pertinence du test par MTT pour nos expériences. Ainsi, différentes techniques de mesure ont
été réalisées sur les cellules MDA-MB-231.

Test colorimétrique au MTT

Le test colorimétrique au MTT est une technique quantitative qui a été élaboré par Mosmann
en 1983 (258). Il permet d’évaluer la viabilité et la prolifération cellulaires. Il est basé sur la
transformation par les cellules du sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) en cristaux bleus de formazan par la succinate déshydrogénase
au sein de leurs mitochondries. Apres la solubilisation des cristaux par DMSO, la coloration
ainsi formée est mesurée en spectrophotométrie a une longueur d’onde de 595 nm. On observe
ainsi D’effet sur la viabilité et la prolifération des cellules exposées ou non a un anesthésique
local.

Test de viabilité par dosage de I’ATP Cell Titer Glo ©

Le test bioluminescent Cell Titer-Glo® est un réactif permettant de déterminer la viabilité
cellulaire grace a la quantification de I'ATP cellulaire témoin de l'activité métabolique. La lyse
des cellules permet de libérer I'ATP qui est ensuite exploit¢ pour une réaction
luciférine/luciférase. Le signal luminescent généré est corrélé a la viabilité cellulaire.

Test au cristal violet

Le test de cytotoxicité des cellules au cristal violet (CV) est I'une des méthodes couramment
utilisées pour détecter la viabilité cellulaire ou la cytotoxicité des médicaments.

Le cristal violet est un colorant triarylméthane qui peut se lier a des molécules de type ribose
telles que I'ADN dans les noyaux. Normalement, les cellules adhérentes mortes se détacheront

des plaques de culture cellulaire et seront retirées de la population des cellules viables pendant
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les étapes de lavage. La coloration CV peut étre utilisée pour quantifier I'ADN total de la
population restante et ainsi déterminer la viabilité cellulaire. La coloration CV est directement

proportionnelle a la biomasse cellulaire et peut étre mesurée a 570 nm.

Comparaison entre technique de MTT et technique de Cell Titer Glo ©
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Figure 2 Comparaison de la viabilité des cellules MDA-MB-231 exposées a des doses croissantes de lidocaine pendant 4h
selon technique de MTT ou de Cell Titer Glo ®. Variation de formazan (A, technique de MTT) ou d'ATP (B, technique de Cell
Titer Glo©) rapportée a la condition contréle (CTL) apres 4h d'exposition a des concentrations croissantes de lidocaine.
ANOVA : F(5,12)=4,13 ; p=0,0204 (4) et ANOVA : F(5,12)=48,18 ; p<0,0001 (B) suivi d 'un test de comparaison multiple de
Dunnett *** : p<0,0001 ; n=3, chaque condition étant réalisée en sextuple.

Dans un premier temps nous avons comparé la viabilité cellulaire apres 4 heures d’exposition
a la lidocaine par tests de MTT et Cell Titer Glo. La viabilité était donc estimée par la quantité
de cristaux de Formazan formés ou par la quantit¢ d’ATP produites par les cellules apres
exposition pendant 4 heures a de la lidocaine ou au contrdle.

Si les variations de signal apres 4 heures d’exposition étaient significativement différentes par
test d’ANOVA dans les deux tests, nous avons des résultats opposés quant au sens de variation
(figure 2). Ainsi aux concentrations de 1, 5 et 10 mM de lidocaine, I’intensité d’ATP décroissait
de 6, 28 et 38 % respectivement par rapport au contrdle, tandis que la production de formazan
variait de +24, +27 et -27% (ANOVA: F(5,12)=4,13; p=0,0204 pour le MTT et
F(5,12)=48,18 ; p<0,0001 pour le Cell Titer Glo © suivi d’un test de comparaison multiple de
Dunnett ou il y avait une différence significative entre la concentration a 5 et 10 mM comparé
au CTL avec p<0,0001. La différence semblait s’estomper apres 24h d’exposition (figure 3),
ANOVA : F(5,12)=16,37 ; p<0,0001 pour le MTT suivi d’un test de comparaison multiple de
Dunnett ou il y avait une différence significative entre la concentration a 10 mM comparé au

CTL avec p<0,0001.
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t F(5,12)=376,7 ; p<0,0001 pour le Cell Titer Glo © suivi d’un test de comparaison multiple de
Dunnett ou il y avait une différence significative entre la concentration a 1, 5 et 10 mM comparé

au CTL avec p<0,0001.
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Figure 3 Comparaison de la viabilité des cellules MDA-MB-231 exposées a des doses croissantes de lidocaine pendant 24h
selon technique de MTT ou de Cell Titer Glo ®. Variation de formazan (A, technique de MTT) ou d'ATP (B, technique de Cell
Titer Glo©) rapportée a la condition contréle (CTL) apres 24h d'exposition a des concentrations croissantes de lidocaine, un
test réalisé en triple.

Ces résultats pouvaient résulter d’un potentiel effet découplant de la lidocaine sur les
mitochondries de nos cellules. En effet, le test au MTT mesure la formation de formazan par la
succinate déshydrogénase ou complexe II de la chaine respiratoire mitochondriale, tandis que
le test de Cell Titer Glo© mesure quant a lui de produit final de la chaine : la phosphorylation
de I’ADP en ATP par I’ATP-Synthétase ou complexe V.

Qu’est-ce que le découplage mitochondrial ?

L’ATP est I’énergie nécessaire a une majorité de processus biologiques. Elle est générée dans
la mitochondrie par le processus de phosphorylation oxydative.

Structure de la mitochondrie

Les mitochondries sont des organites a double membrane (interne et externe) retrouvés dans les
cellules eucaryotes. La membrane externe est une bicouche phospholipidique perméable aux
molécules nutritives, ions, ATP, et ADP via des porines qui permettent le passage de molécules
de 10 kDa. La membrane interne, organisée en replis appelés cristae qui augmente sa surface
totale, est ¢lectivement perméable a I’oxygene, au CO2, a I’eau et a certaines protéines via la
chaine de transport des ¢électrons (la chaine respiratoire, formée des complexes I ou NADH
déshydrogénase ou complexe I, de la succinate déshydrogénase ou complexe II, de la coenzyme
Q-cytochrome c réductase ou complexe I1I, de la cytochrome ¢ oxydase ou complexe IV et de

I’ATP synthétase ou complexe V) et des transporteurs de protéines. L’espace entre les deux
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membranes s’appelle I’espace intermembranaire. La membrane interne renferme la matrice
mitochondriale. Ces deux espaces jouent un réle important dans la phosphorylation oxydative.
Production d’énergie par la mitochondrie

La fonction principale de la mitochondrie est la conversion de 1’énergie par la respiration
cellulaire. Les autres fonctions sont le controle de I’apoptose et la programmation de mort
cellulaire, le stockage du calcium et la signalisation calcique, la synthése des stéroides, la
production de radicaux libres (RLO) et leur clairance etc. Afin de comprendre le découplage
mitochondrial, il est important de rappeler les fonctions de phosphorylation oxydative mais
¢galement de production de RLO au sein de la mitochondrie.

Couplage de la chaine respiratoire mitochondriale

Les travaux de Peter Mitchell sur transfert d’énergie (259), et ceux de Paul D. Boyer et John E.
Walker sur les mécanismes enzymatiques conduisant a la synthése I’ATP (260,261) ont été
récompensés par 2 prix Nobel de chimie.

Le processus de respiration cellulaire aérobie débute dans le cytosol et s’achéve au niveau de

la membrane mitochondriale interne. Elle peut étre résumée par cette équation globale :

Ce¢H1206 + 602 + ~36 ADP + ~36 Pi — 6CO» + 6H>O + ~36 ATP + chaleur

La conversion énergétique est un processus chimique de libération de I’énergie contenue dans
le glucose. La premiere étape est la glycolyse dans le cytoplasme. Ce processus est régulé par
différentes enzymes cytoplasmiques et aboutit a la transformation d’une molécule de glucose
en deux molécules de pyruvate. Les produits de la glycolyse sont 2 molécules d’ATP, 2

molécules de pyruvates et 2 molécules de NADH (nicotinamide adenine dinucleotide).

Glucose + 2 NAD+ + 2 ADP + 2 Pi — 2 pyruvate + 2 NADH + 2 H+ + 2 ATP + 2 H20.

Puis la respiration aérobie prend place dans la mitochondrie. C’est un mécanisme complexe
utilisant I’oxygeéne comme accepteur final d’¢électron.

Un processus de décarboxylation convertit le pyruvate en acétyl-CoA et CO2.

Puis I’acétyl-CoA est utilisé dans le cycle d’acide citrique (Cycle de Krebs) ou il est totalement
oxydé en CO2 et H20, produisant du NADH mais aussi du FADH?2 (reduced flavin adenine

dinucleotide) qui stocke I’énergie
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Ensuite le NADH et le FADH2 sont oxydés en NAD+ et FAD par la chaine de transport
d’¢lectrons (CTE). La CTE est formée de plusieurs complexes a travers la membrane interne.
3 sont des pompes a protons : les complexes I, Il et IV. En effet, les réactions redox a travers
les complexes I et I1I sont couplés a la sortie de protons issus de la matrice. Ce processus génere
un "gradient d’hydrogeéne" appelée force proton motrice (fpm) a travers la membrane interne
de la mitochondrie.

Enfin la fpm est utilisée pour produire en grande quantité de I’ATP via la phosphorylation
oxydative. En effet, le complexe V ou ATP synthase utilise 1’énergie de ce gradient
¢lectrochimique de part et d’autre de la membrane interne pour phosphoryler I’ADP en ATP.
La fpm est composée de deux ¢éléments: le ApH, qui est le gradient de pH a travers la membrane
interne et le Aym (ou potentiel de membrane mitochondrial, qui est la différence entre le
potentiel électrique du cytoplasme et de la matrice mitochondriale). La fpm peut étre
représentée par I’équation suivante :

fpm = Aym — 61,5logi0 ApH

Intermembrane space

H+ He
-
-
o
¢ CytC g
°oQ =
rﬂxﬂx‘_ R \ ) A 00 ARG . “:x g
Inner membrane e o ‘ If ‘ ‘w =+
HIIJIIJIH ['] lKJKll XXX ‘X X]X v X l]l <
2 = ATP o
& 3 nth
FADH2 | FAD -
NADH, | JNADe }02+2He |H20

Matrix

Figure 4 Représentation de la chaine de transport d’électrons et des processus d’oxydoréduction conduisant a la

phosphorylation oxydative a travers la membrane interne de la mitochondrie.

La production de radicaux libres mitochondriaux

Il a été montré dans des conditions physiologiques que le transport de certains électrons a
transfert la chalne respiratoire ne parvenaient pas a leur accepteur final qu’est I’oxygene et ne
formaient donc pas une molécule d’H20 mais des radicaux libres d’oxygeénes (RLO),
notamment 1’anion superoxyde (O2°) et le peroxyde d’hydrogene (H20:.) (262,263). La

mitochondrie dispose de plusieurs moyens pour éliminer les RLO : via son systéme
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enzymatique (superoxide dismutase, catalase et glutathion peroxidase), via des oligo-¢léments
(cuivre, zinc, fer, sélénium) ou vitamines A, C et E présents dans la mitochondrie.

Les RLO sont impliqués dans différents processus physiologiques et peuvent étre impliqués
dans des voies de signalisation ou de régulation. Ils peuvent également étre rencontrés en grande
quantité¢ dans des situations de stress cellulaire telles que 1’ischémie—reperfusion (264,265),
hypoxie—réoxygénation (266), le diabete (267), la toxicité lipidique (268,269), étre favorisé par
des traitement toxiques(270), dans toutes ces situations les capacités anti-oxydantes sont
dépassées. Les RLO peuvent étre relargués dans le cytoplasme et engendrer des dommages

conduisant au stress oxydatif et a des 1ésions cellulaires.

Le découplage mitochondrial

Aym et RLO sont corrélés (271). Une petite augmentation du Aym conduit a la formation de
RLO tandis que son abaissement diminue la production de RLO. Un découplage mitochondrial
modéré abaisse le Aym et ainsi le taux de RLO sans compromettre de maniére importante
I’efficience de la phosphorylation oxydative (272).

Le découplage mitochondrial permet le retour de protons de I’espace intermembranaire dans la
matrice sans production d’ATP. Décrite par Nicholls en 1974 (273), cette fuite de protons
abaisse le Aym et augmente 1’activité¢ de la chaine respiratoire (274). Cette fuite peut-Etre
basale, en fonction la composition en acides gras de la membrane interne (275) ou étre induite
par des protéines localisées a travers la membrane interne : les protéines découplantes. La 1ére,
décrite en 1978, UCP1 (Uncoupling Protein 1), ou thermogénine est présente chez les petits
animaux hibernants (276,277). Localisée dans le tissue brun, elle est impliquée dans la
thermogénese sans frisson. Le role des autres UCP, UCP2, ubiquitaire et UCP3 (dans le muscle
squelettique) est plus controversé. Activés dans des conditions extrémes (jeline, exercice
intense, régime hautement calorique...), ils pourraient étre un mécanisme protecteur contre le
stress oxydatif et ses conséquences(278). Leur activation conduirait a un abaissement du Aym

et une diminution des RLO (271).
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Figure 5 Représentation de la chaine de transport d’électrons sur la membrane mitochondriale interne et du phénoméne de
découplage mitochondrial par Iintermédiaire d'une protéine découplante UCP.

Anesthésiques locaux et découplage mitochondrial

Les propriétés découplantes des anesthésiques locaux ont déja été décrites dans la littérature.
En 1972, Papa rapportait déja les effets découplants des anesthésiques locaux (279). La
dibucaine augmentait 1’influx protonique de mitochondries isolées de I’espace
intermembranaire vers la matrice mitochondriale. Ce turnover protonique conduisait a une
augmentation de la dissipation énergétique et la diminution de la phosphorylation oxydative.
Garlid a quant a lui montré que les amino-amides, aux propriétés hydrophobes, découplaient la
mitochondrie de la méme maniéere que le carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP)
protonophore connu (280).

Les propriétés découplantes de la bupivacaine, autre AL lipophile, ont également été décrites
par Dabadie et impliquait également la voie protonophore (281). A I’opposé, la ropivacaine,
serait moins découplante, du fait de sa faible lipophilie (282). Le processus protonophore
impliqué dans les propriétés découplantes des AL s’effectuerait plutot a travers des canaux que
par un transport actif a travers la membrane (283). Les anesthésiques locaux auraient également

un pouvoir découplant par perturbation directe des complexes de la chaine respiratoire (284).

MTT versus cristal violet

Afin de mesurer la viabilité avec un test n’impliquant pas la mitochondrie, nous avons donc
comparé le test de viabilité/croissance au MTT avec celui au cristal violet qui a ’avantage de
refléter le taux I’ ADN et ainsi nous assurer que nos résultats ne soient pas perturbés par 1’action
directe des AL sur la mitochondrie. Nous avons ainsi chercher a mesurer la viabilité par ces

deux techniques aprés 3 temps d’exposition: 4 heures, 24 h et 48h. Apreés 4 heures
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d’exposition, si on se base sur le test au MTT, la quantité de cristaux de formazan formés
augmentait de mani¢re dose dépendante avec la lidocaine sans différence significative
(ANOVA : F(4,10)=1,154; p=0,3867), tandis que la quantit¢ d’ADN semblait décroitre
(ANOVA : F(4,10)=0,1818 ; p=0,9426). A partir de 24h d’exposition en revanche, la quantité
de formazan et d’ADN décroissaient toutes deux de maniere dose dépendante, avec une
différence significative entre la condition contrdle et la concentration de 10mM de lidocaine
(ANOVA : F(4,10)=37,38; p<0,0001 et ANOVA : F(4,10)=6,686; p=0,0069 respectivement)
et cela persistait & 48h (ANOVA : F(4,10)=52,56; p<0,0001 et ANOVA : F(4,10)=34,35;
p<0,0001)/
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Figure 6 Comparaison de la viabilité des cellules selon technique de MTT ou de Cristal Violet. Variation de formazan (A, C et

E, technique de MTT) ou d’ADN (B,D,F technique de Cristal Violet) rapportée a la condition contréle (CTL) apres 4 (A,B), 24

(C,D) et 48h (E,F) d'exposition a des concentrations croissantes de lidocaine, un test réalisé en triple.
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Outre la croissance et la viabilité, nous avons également réalisé des tests de clonogénicité,
d’adhésion cellulaire et de prolifération en absence de substrat (soft agar colony formation) et

un test d’apoptose par annexine V.

Test de clonogénicité

Le test de clonogénicité est un test d’efficience d’étalement cellulaire. Il mesure la capacité des
cellules a proliférer et a former des clones, apres forte dilution dans du milieu de culture. Ce
test a ét¢ employé sur des cellules exposées la lidocaine ou a I’excipient seul. Seules les cellules
ayant survécu au traitement gardent la capacité a former des clones en culture.

Aprées avoir poussé dans des T75, les cellules sont décollées, comptées et réensemencées dans
des boites 6 puits a la concentration de 200 cellules dans 2 mL de milieu complet et de lidocaine
a doses croissante (de 0,00lmM a 10 mM) ou au contrdle. Le test est réalis¢ de manicre
indépendante 3 fois, chaque condition est réalisée en triple. Les boites de culture sont incubées
pendant 7 jours afin de permettre le développement des clones. Les clones sont ensuite exposés
au MTT pendant 30 minutes, les boites sont photographiées pour compter les colonies a I’aide
d’une macro Fiji puis le MTT est dissous au DMSO et I’intensité lue au spectrophotométre.
Suite a I’exposition a la Lidocaine, le nombre de colonies diminue de maniere dose-dépendante
(ANOVA : F(5,12)=86,96 ; p<0,0001) et ainsi que la croissance évaluée par MTT (ANOVA :
F(5,12)=42,68 ; p<0,0001) suivi d’un test de Dunnett montrant une baisse significative de la

croissance de I’ordre de -35,7% (p<0,01) des la concentration de ImM .
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Figure 7 Test clonogénique : variabilité du nombre de colonies formées apres exposition a des doses croissantes de lidocaine
par rapport a la condition contréle, par décompte direct du nombre de colonies (4) (ANOVA : F(5,12)=86,96 ; p<0,0001,
suivie d’un test de Dunnett ****: p<0,00001 ) et par mesure de ['intensité de signal (test de MTT) (B) (ANOVA :
F(5,12)=42,68 ; p<0,0001, suivie d 'un test de Dunnett ** :p<0,01 et **** : p<0,00001).
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Test d’adhésion cellulaire

Le test d’adhésion cellulaire mesure la capacité des cellules a adhérer au fond du puits apres
avoir été décollées au préalable et apres avoir été exposées a la lidocaine a doses croissantes ou
a son controdle.

Aprées avoir poussé dans des T75, les cellules sont décollées, comptées et réensemencées dans
des boites 96 puits a la concentration de 30000 cellules dans 0,1mL de milieu complet et de
lidocaine a doses croissante. Les cellules sont incubées pendant 90 min afin de permettre leur
adhésion au fond du puit. Le milieu est ensuite aspiré, les cellules sont rincées deux fois au PBS
puis fixées a I’éthanol absolu pendant 10 minutes puis colorées au cristal violet. Le cristal violet
est ensuite dissous dans du SDS et I’intensité est lue au spectrophotometre. La lidocaine
diminue la capacité des cellules a adhérer au fond du puit (ANOVA : F(5,18)=17,35 ; p<0,0001

suivi d’un test de comparaison multiple de Dunnett ou p<0,001 a 10mM).
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Figure 8 Adhésion cellulaire des cellules MDA-MB-231 exposées a des doses croissantes de lidocaine rapportée a la condition
controle. ANOVA : F(5,18)=17,35 ; p<0,0001 suivi d’un test de comparaison multiple de Dunnett *** : p<0,0001 ; n=4,
chaque condition étant réalisée en sextuple.

Test de Soft Agar

Le test de soft agar est un test clonogénique qui mesure la capacité de croissance indépendante
de I’ancrage, c’est-a-dire la propriété des cellules tumorales a pousser dans un milieu semi-
solide et donc sans adhérer a une surface (285). C’est une caractéristique des cellules tumorales
invasives et métastatiques. Ainsi, les cellules, diluées a faible concentration sont mises en
culture dans une gélose composée de milieu de culture et d’agar +/- lidocaine pendant plusieurs
jours. Leur croissance est alors quantifiée par 1’ajout de MTT qui sera métabolisé par les

cellules tumorales. Les boites sont ensuite photographiées et les colonies sont comptées, leur
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taille, leur périmétre et leur index de circularité mesurés par une macro sur Fiji. Un index de
circularité a 1 correspond a une circularité parfaite.

Nous avons ainsi mis en culture pendant 14 jours des cellules dans du soft agar dans lequel a
¢été incorporé des doses croissantes de lidocaine (0,001 ; 0,01 ; 0,1 et ImM) ou son contréle,
n=4, chaque condition était réalisée en triple.

Le nombre de colonies formées décroissait de mani¢re dose dépendante (ANOVA :
F(4,15)=33,03 ; p<0,0001), de méme que leur surface (ANOVA : F(4,14)=36,29 ; p<0,0001),
leur périmetre (ANOVA : F(4,14)=16,41 ; p<0,0001) et leur index de circularit¢ (ANOVA :
F(4,14)=36,29 ; p<0,0001).
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Figure 9 Croissance indépendante de |'ancrage. Variation du nombre (A), de la taille moyenne (B), du périmeétre moyen (C)
et de ['index de circularité des colonies de cellules MDA-MB-231 en soft agar exposées a des doses croissantes de lidocaine,

rapportée a la condition controle, n=4, chaque condition est réalisée en triple.
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FACS Annexine V

Dans une cellule normale, les phosphatidylsérines membranaires sont situées sur la face interne
de la membrane uniquement. Lors de I’entrée de la cellule en apoptose, elles sont délocalisées
et exprimées des deux co6tés de la membrane.

L'annexine V a une forte affinité pour ces phosphatidylsérines et va donc marquer les cellules
apoptotiques.

L’IP se fixe également a I’ADN des cellules ayant perdu I’intégrité de leur membrane et permet
de discriminer par double marquage les cellules en apoptose tardive des cellules en apoptose
précoce.

Nous avons exposé des cellules a de la lidocaine a doses croissantes (1, 5 et 10 mM) ou au
controle pendant 24h. Les cellules sont ensuite décollées et marquées a ’annexine V et a I’IP
puis passées au FACS. Le pourcentage d’apoptose est faible (22% a la concentration de 10 mM)
mais il est significativement différent par rapport a la condition contréle pour I’apoptose tardive
et ’apoptose totale (F(3,11)=8,298; p=0,0077 et F(3,11)=7,823; p= 0,0092), le test de
Dunnett montre une différence significative entre la condition contréle et la concentration de

10 mM. Le test ’ANOVA est non-significatif pour I’apoptose précoce.
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Figure 10 Apoptose : Variation du nombre de cellules en apoptose précoce (B), tardive (C) ou  l'un des deux stades (D) aprés
exposition a des doses croissantes de lidocaine pendant 24 h par rapport au contréle.

RNA-seq

A T’issue de nos tests, nous avons choisi la concentration d’1mM de lidocaine hydrochloride
pendant 24h pour réaliser I’extraction des ARN messagers des cellules traitées ou non par
lidocaine en vue de réaliser un RNAseq. En effet a cette condition, la viabilité que cela soit en
MTT, CV, Cell Titer Glo ou FACS ne semble pas compromise. De méme, I’adhésion ne semble
pas compromise a 90min. En revanche, dans nos tests clonogéniques a long terme (Plating
Efficiency et Soft Agar), la concentration de 1mM compromet la croissance cellulaire
indépendante ou non de I’ancrage.

Les cellules étaient exposées a de la lidocaine hydrochloride monohydrate a la concentration
de 1mM ou au solvant seul pendant 24h, n=3 pour chaque condition. L’ARN était ensuite extrait
par Kit RNAease, Imcg était envoyé a la plateforme GenomEAST de 'IGBMC qui assurait le
séquencage haut débit par Illumina HiSeq 4000 S et le traitement bioinformatique des données
pour I’analyse de I’expression des génes. Le rapport se trouve en annexe.

Analyse des résultats du RNAseq

L’analyse de I’expression des genes retrouve 17 génes réprimés (figure 11 et tableau 2) et 94
genes surexprimés (figure 11 et tableau 3) sous lidocaine lorsqu’on applique les seuils suivants :
log 2 Fold-Change < -0,5 ou >0,5 et p-ajusté<0,05.

De maniére intéressante, la plus connue des cibles pharmacologiques de la lidocaine, le canal
sodique voltage dépendant SCN5A est surexprimé aprés exposition a cet anesthésique local
(Log2 FC = 0,591819586 et p= 0,000275372 et p-ajusté=0,007409769). De méme, lorsqu’on
considere la valeur p non ajustée, on peut noter une réexpression du gene du récepteur HER2
(erbb2) dans cette lignée triple-négative (Log2 FC=0,2024475 et p=0,011402347 et p-
ajusté =0,08272872). PPAR-y semble également étre réexprimé sous lidocaine (Log2
FC=0,18795837, p=0,036961599 mais p-ajusté=0,169719561).
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Figure 11 Nuage de point comparant le nombre de transcrits de genes en moyenne normalisée pour chaque condition
(Lidocaine versus Contréle). Un pseudo-compte de 1 est ajouté a toutes les valeurs pour représenter les génes qui ne sont pas

exprimés dans une condition. Les génes dont l'expression est significativement différente sont sélectionnés a [’aide des valeurs
seuil suivantes : log 2 Fold-Change < -0,5 ou >0,5 et p<0,05.
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ENSG00000138326 ribosomal protein S24(RPS24)

ENSG00000187837 histone cluster 1 H1 family member ¢c(HISTIH1C)

ENSG00000187514 microRNA 1244-1(MIR1244-1)

ENSG00000198695 NADH dehydrogenase, subunit 6 (complex I)(ND6)

ENSG00000254300 long intergenic non-protein coding RNA 1111(LINCO1111)

ENSG00000145331 tRNA methyltransferase I0A(TRMT10A)

ENSG00000270647 TATA-box binding protein associated factor 15(TAF15)

ENSG00000197903 histone cluster 1 H2B family member k(HIST1H2BK)

ENSGO00000164167 LSM6 homolog, U6 small nuclear RNA and mRNA degradation
associated(LSM6)

ENSG00000144034 TP53RK binding protein(TPRKB)

ENSG00000161970 ribosomal protein L26(RPL26)

ENSG00000228502

ENSG00000257956

ENSG00000237550

ENSG00000242299

ENSG00000205940

ENSG00000253785

Tableau 2 Identification ENSEMBL et nom des genes réprimés sous lidocaine

ENSG00000183873 sodium voltage-gated channel alpha subunit 5(SCNS5A)

ENSG00000100299 arylsulfatase A(ARSA)

ENSG00000007516 BAII associated protein 3(BAIAP3)

ENSG00000071242 ribosomal protein S6 kinase A2(RPS6KA?2)

ENSG00000253958 claudin 23(CLDN23)

ENSG00000185567 AHNAK nucleoprotein 2(AHNAK?2)

ENSG00000179913 UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 3(B3GNT3)
ENSG00000012124 microRNA 5196(MIR5196)

ENSG00000132561 matrilin 2(MATN2)

ENSG00000132470 integrin subunit beta 4(ITGB4)
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ENSG00000183691 noggin(NOG)

ENSG00000198753 plexin B3(PLXNB3)

ENSG00000107902 phospholysine phosphohistidine inorganic pyrophosphate phosphatase(LHPP)
ENSG00000110628 solute carrier family 22 member 18(SLC22A18)
ENSG00000076356 plexin A2(PLXNA2)

ENSG00000161682 family with sequence similarity 171 member A2(FAM171A2)
ENSG00000082781 integrin subunit beta S(ITGBS)

ENSGO00000157613 cAMP responsive element binding protein 3 like 1(CREB3L1)
ENSG00000128510 carboxypeptidase A4(CPA4)

ENSGO00000132821 V-set and transmembrane domain containing 2 like(VSTM2L)
ENSGO00000135119 ring finger protein, transmembrane 2(RNFT2)
ENSG00000169231 thrombospondin 3(THBS3)

ENSG00000243753 major histocompatibility complex, class I, L (pseudogene)(HLA-L)
ENSG00000179832 maestro heat like repeat family member 1(MROH1)
ENSG00000123384 LDL receptor related protein 1(LRP1)

ENSG00000149527 phospholipase C eta 2(PLCH?2)

ENSG00000185339 transcobalamin 2(TCN2)

ENSG00000108840 histone deacetylase S(HDACY)

ENSG00000153246 phospholipase A2 receptor 1(PLA2R1)

ENSG00000058085 laminin subunit gamma 2(LAMC2)

ENSG00000040608 reticulon 4 receptor(RTN4R)

ENSG00000204282 TNRC6C antisense RNA 1(TNRC6C-AS1)
ENSG00000135636 dysferlin(DYSF)

ENSG00000182179 microRNA 5193(MIR5193)

ENSG00000100234 TIMP metallopeptidase inhibitor 3(TIMP3)
ENSG00000104368 plasminogen activator, tissue type(PLAT)
ENSG00000157150 TIMP metallopeptidase inhibitor 4(TIMP4)
ENSG00000174837 adhesion G protein-coupled receptor EI(ADGRE1)
ENSG00000101670 lipase G, endothelial type(LIPG)

ENSG00000247095 MIR210 host gene(MIR210HG)

ENSG00000185522 lamin tail domain containing 2(LMNTD?2)
ENSG00000168056 latent transforming growth factor beta binding protein 3(LTBP3)
ENSG00000108771 DExH-box helicase 58§(DHXS58)
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ENSG00000104783 potassium calcium-activated channel subfamily N member 4(KCNN4)
ENSG00000214021 tubulin tyrosine ligase like 3(TTLL3)

ENSG00000145107 transmembrane 4 L six family member 19(TM4SF19)
ENSG00000198203 sulfotransferase family 1C member 2(SULT1C2)
ENSG00000226380 microRNA 29a(MIR29A)

ENSG00000142798 heparan sulfate proteoglycan 2(HSPG2)
ENSG00000160326 solute carrier family 2 member 6(SLC2A6)
ENSG00000131069 acyl-CoA synthetase short-chain family member 2(ACSS2)
ENSG00000002587 heparan sulfate-glucosamine 3-sulfotransferase 1(HS3ST1)
ENSG00000186907 reticulon 4 receptor-like 2(RTN4RL2)

ENSG00000143036 solute carrier family 44 member 3(SLC44A3)
ENSG00000205336 adhesion G protein-coupled receptor G1(ADGRGI)
ENSG00000100311 platelet derived growth factor subunit B(PDGFB)
ENSG00000114923 solute carrier family 4 member 3(SLC4A3)
ENSGO00000184371 colony stimulating factor 1(CSF1)

ENSG00000149809 transmembrane 7 superfamily member 2(TM7SF2)
ENSG00000188747 NADPH oxidase activator [(NOXA1)

ENSG00000099953 matrix metallopeptidase 11(MMP11)

ENSG00000170412 G protein-coupled receptor class C group 5 member C(GPRCS5C)
ENSG00000137642 sortilin related receptor 1(SORLI)

ENSG00000170955 protein kinase C delta binding protein(PRKCDBP)
ENSG00000129038 lysyl oxidase like 1(LOXL1)

ENSG00000162591 multiple EGF like domains 6(MEGF6)
ENSG00000165757 KIAA1462(KIAA1462)

ENSG00000215182 mucin 5AC, oligomeric mucus/gel-forming(MUCS5AC)
ENSG00000163083 inhibin beta B subunit(INHBB)

ENSG00000169026 major facilitator superfamily domain containing 7(MFSD7)
ENSG00000105290 amyloid beta precursor like protein 1(APLP1)
ENSG00000188064 Wnt family member 7B(WNT7B)

ENSG00000141753 insulin like growth factor binding protein 4(IGFBP4)
ENSG00000139211 adhesion molecule with Ig like domain 2(AMIGO2)
ENSG00000170190 solute carrier family 16 member S(SLC16A5)
ENSG00000134955 solute carrier family 37 member 2(SLC37A2)
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ENSG00000187720 thrombospondin type 1 domain containing 4(THSD4)
ENSG00000143847 PTPREF interacting protein alpha 4(PPFIA4)
ENSG00000163453 insulin like growth factor binding protein 7(IGFBP7)
ENSG00000054793 ATPase phospholipid transporting 9A (putative)(ATP9A)
ENSG00000102934 plasmolipin(PLLP)

ENSG00000173546 chondroitin sulfate proteoglycan 4(CSPG4)
ENSG00000150630 vascular endothelial growth factor C(VEGFC)
ENSG00000243449 chromosome 4 open reading frame 48(C4orf48)
ENSG00000108846 ATP binding cassette subfamily C member 3(ABCC3)
ENSG00000205517 ral guanine nucleotide dissociation stimulator like 3(RGL3)
ENSG00000123989 chondroitin polymerizing factor(CHPF)
ENSG00000130304 solute carrier family 27 member 1(SLC27A1)
ENSG00000130522 JunD proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit(JUND)
ENSG00000105963 ArfGAP with dual PH domains 1(ADAP1)
ENSG00000168528 serine incorporator 2(SERINC?2)

ENSG00000261286

ENSG00000261534

ENSG00000116883

Tableau 3 Identification ENSEMBL et nom des genes surexprimés sous lidocaine

Annotation fonctionnelle de groupes de genes

Apres avoir établi les différents profils d’expression des geénes, nous avons cherché la
caractérisation fonctionnelle de groupe de geénes afin d’identifier une ou plusieurs fonctions
biologiques qui seraient associées de fagon spécifique a la modulation de génes de facon
organisée.

Analyse via DAVID

L’analyse en cluster ING fonctionnel de geénes a été réalisée via le logiciel DAVID (Database
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) qui intégre plusieurs bases de données
publiques : annotations de Gene Ontology GO, Pathways, domaines de Protéines (286). Cet
outil de regroupement d’annotations fonctionnelles permet I’identification de groupes
d’annotations significativement sur- ou sous-représentés dans une sélection de geénes. La
fonctionnalit¢ DAVID Functional Classification tool intégre un algorithme de clustering

fonctionnel, pour regrouper des génes ou des termes GO les plus similaires dans des groupes
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distincts et DAVID Functional Annotation Clustering Tool pour le clustering des termes
d’annotations.
Ces analyses de réseaux avec surreprésentation, en utilisant la base en ligne DAVID, permettent
d’établir si nos génes sur- ou sous-exprimés étaient susceptibles d’intervenir dans des réseaux
biologiques de fagon significative. Pour cela nous avons inclus la liste des geénes dont
I’expression est significativement modifiée et avons effectué¢ une analyse de surreprésentation.
L’analyse via le logiciel DAVID a permis de mettre en évidence 2 clusters pour les geénes
réprimés et 17 clusters pour les génes surexprimés.
Génes réprimés sous lidocaine :
Ainsi, 6 des génes réprimés sont regroupés en 2 clusters fonctionnels impliqués tous les 2 dans
la régulation de la transcription (méthylation, acétylation, liaison a I’ADN, épissage) :

- histone cluster 1 H1 family member ¢ (HIST1H1C)

- TATA-box binding protein associated factor 15 (TAF15)

- histone cluster 1 H2B family member k (HIST1H2BK)

- LSM6 homolog, U6 small nuclear RNA and mRNA degradation associated (LSM6)

- ribosomal protein S24 (RPS24)

- TP53RK binding protein (TPRKB)
Génes surexprimés sous lidocaine :
Concernant les genes surexprimés, ceux-ci sont impliqués dans 17 clusters fonctionnels dont
certains sont intéressants pour 1’étude des mécanismes moléculaires d’action de la lidocaine,
VOIC1 ceux que nous avons retenus.
Protéines a la membrane
Tout d’abord, 37 génes codent pour des protéines transmembranaires et 4 pour des protéines
membranaires :
Genes codant pour des protéines ayant une région transmembranaire :

- sodium voltage-gated channel alpha subunit S(SCN5A)

- solute carrier family 2 member 6(SLC2A6)

- solute carrier family 44 member 3(SLC44A3)

- adhesion G protein-coupled receptor GI(ADGRG1)

- colony stimulating factor 1(CSF1)

- solute carrier family 4 member 3(SLC4A3)

- claudin 23(CLDN23)

-  UDP-GIcNAc
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- G protein-coupled receptor class C group 5 member C(GPRC5C)
- transmembrane 7 superfamily member 2(TM7SF2)

- sortilin related receptor 1(SORL1)

- integrin subunit beta 4(ITGB4)

- plexin B3(PLXNB3)

- solute carrier family 22 member 18(SLC22A18)

- family with sequence similarity 171 member A2(FAM171A2)
- plexin A2(PLXNA?2)

- cAMP responsive element binding protein 3 like 1(CREB3L1)
- integrin subunit beta 5(ITGBS)

- major facilitator superfamily domain containing 7(MFSD7)

- amyloid beta precursor like protein 1(APLP1)

- ring finger protein, transmembrane 2(RNFT2)

- adhesion molecule with Ig like domain 2(AMIGQO?2)

- solute carrier family 16 member 5(SLC16AS5)

- LDL receptor related protein 1(LRP1)

- solute carrier family 37 member 2(SLC37A2)

- phospholipase A2 receptor 1(PLA2R1)

- ATPase phospholipid transporting 9A (putative)(ATP9A)

- dysferlin(DYSF)

- plasmolipin(PLLP)

- chondroitin sulfate proteoglycan 4(CSPG4)

- ATP binding cassette subfamily C member 3(ABCC3)

- adhesion G protein-coupled receptor E1(ADGRETI)

- chondroitin polymerizing factor(CHPF)

- potassium calcium-activated channel subfamily N member 4(KCNN4)
- solute carrier family 27 member 1(SLC27A1)

- transmembrane 4 L six family member 19(TM4SF19)

- serine incorporator 2(SERINC?2)

Genes codant pour des protéines a la membrane :
- reticulon 4 receptor-like 2(RTN4RL?2)
- NADPH oxidase activator [(NOXA1)
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- phospholipase C eta 2(PLCH2)
- reticulon 4 receptor(RTN4R)

Interactions récepteurs/matrice extracellulaire
Ainsi, 5 geénes surexprimés sont impliqués dans les interactions récepteurs/matrice
extracellulaire comme illustré dans la figure 12 :

- heparan sulfate proteoglycan 2(HSPG2)

- integrin subunit beta 4(ITGB4)

- integrin subunit beta 5(ITGBY)

- aminin subunit gamma 2(LAMC?2)

- thrombospondin 3(THBS3)
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Figure 12 Représentation schématique des interactions récepteurs/matrice extra cellulaire. Les étoiles rouges représentent les

protéines dont les génes sont surexprimés apres exposition a la lidocaine

Voie PI3K-AKT

8 geénes surexprimés sont impliqués dans la voie PI3K-AKT, figure 13 :

cAMP responsive element binding protein 3 like 1(CREB3L1)

colony stimulating factor 1(CSF1)
integrin subunit beta 4(ITGB4)
integrin subunit beta S(ITGBS)

laminin subunit gamma 2(LAMC?2)

platelet derived growth factor subunit B(PDGFB)
thrombospondin 3(THBS3)
vascular endothelial growth factor C(VEGFC)
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Figure 13 Représentation schématique de la voie PISK-AKT, les étoiles rouges représentent les protéines dont les genes

surexprimés apres exposition a la lidocaine
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Adhésion focale

5 de ces genes ainsi que le VEGFC sont ¢galement impliqués dans 1’adhésion focale (figure

14) :
- integrin subunit beta 4(ITGB4)
- laminin subunit gamma 2(LAMC?2)
- integrin subunit beta 5(ITGBY)
- platelet derived growth factor subunit B(PDGFB)
- vascular endothelial growth factor C(VEGFC)
- thrombospondin 3(THBS3)
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Figure 14 Représentation schématique de l'adhésion focale. Les étoiles rouges représentent des protéines dont les génes sont

surexprimés sous lidocaine

Liaison au calcium

11 geénes sont impliqués dans la liaison au calcium :
arylsulfatase A(ARSA)

LDL receptor related protein 1(LRP1)
matrilin 2(MATN?2)

phospholipase C eta 2(PLCH?2)

heparan sulfate proteoglycan 2(HSPG?2)
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- latent transforming growth factor beta binding protein 3(LTBP3)

- multiple EGF like domains 6(MEGF6)

- dysferlin(DYSF)

- thrombospondin 3(THBS3)

- adhesion G protein-coupled receptor E1(ADGRETI)

- matrix metallopeptidase 11(MMP11)
En résumé, les ensembles de génes dérégulés participent a la traduction de I’ARNm pour ceux
qui sont réprimés et sont localisés a la membrane pour ceux surexprimés et sont impliqués dans

les processus d’adhésion et dans la voie Pi3K/Akt.

Analyse en réseaux par ConsensusPathDB-human

Une autre facon d’analyser les génes est I'utilisation de cartes permettant de représenter de
manicre graphique ces ensembles de génes sur- ou sous-exprimés par la lidocaine et les liens
entre eux. Pour ce faire, nous avons utilis¢ le logiciel ConsensusPathDB-human (287) de
I’Institut Max Planck qui reprend le principe d’analyser la liste de génes sur- ou sous-exprimés
apres exposition a la lidocaine.

L’analyse des voies de signalisation canoniques met en évidence une dérégulation a la hausse
de génes impliqués fans les processus d’adhésion focale, de la voie PI3K/Akt/mTOR, du VEGF
d’organisation de la matrice extracellulaire, du métabolisme des carbohydrates, de 1’héparane

(figure 15)...
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Figure 15 Modulation des voies de signalisation par la lidocaine : Carte des ensembles de genes surexprimés apres exposition
a la lidocaine, [l'annotation ici utilise la bibliotheque des voies de signalisation (KEGG, REACTOME, BIOCARTA,
Wikipathways, ONOH, PharmGKB,PID). Plus le diametre est grand, plus grand est le nombre de genes surexprimé dans

[’ensemble de genes. L’intensité du rouge est inversement proportionnelle a la valeur du p. Plus le trait est épais, plus grand

est le nombre de genes communs entre deux ensembles.
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cell periphery

Figure 16 Modulation des composants cellulaires par la lidocaine : Carte des ensembles de genes surexprimés apres exposition
a la lidocaine, I’annotation ici utilise la bibliotheque Gene Ontology, et le sous-ensemble des composants cellulaires. Plus le
diamétre est grand, plus grand est le nombre de genes surexprimé dans [’ensemble de genes. L’intensité du rouge est
inversement proportionnelle a la valeur du p. Plus le trait est épais, plus grand est le nombre de genes communs entre deux

ensembles.

L’utilisation des termes GO permet d’identifier une surexpression de génes impliqués dans la
morphologie cellulaire : membrane plasmatique, périphérie cellulaire, espace extracellulaire
(figure 16), lorsqu’on utilise plus spécifiquement les termes de la bibliotheque des processus
biologiques, les génes surexprimés sont ceux impliqués dans les réponses a des stimuli, a la
transduction de signal, & la croissance et a la prolifération, a 1’adhésion et a la migration

cellulaire (figure 17)
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Figure 17 Modulation des processus biologiques par la lidocaine : Carte des ensembles de genes surexprimés apres exposition
a la lidocaine, I’annotation ici utilise la bibliotheque de Gene Ontology, et le sous-groupe des processus biologiques. Plus le

diamétre est grand, plus grand est le nombre de genes communs aux deux ensembles.
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Figure 18 Répression de voies de signalisation par la lidocaine : Carte des ensembles de génes réprimés aprés exposition a la

lidocaine, [’annotation ici utilise la bibliothéque des voies de signalisation (KEGG, REACTOME, Wikipathways). Plus le

diamétre est grand, plus grand est le nombre de génes surexprimé dans [’ensemble de genes. L'intensité du rouge est

inversement proportionnelle a la valeur du p. Plus le trait est épais, plus grand est le nombre de génes communs entre deux

ensembles.

Les geénes réprimés correspondent quant a eux a des processus impliqués dans la traduction de

I’ARNm (figure 18) et aux liaisons aux organites (figure 19).
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Figure 19 Répression de processus biologiques apres exposition a la lidocaine : Carte des ensembles de génes réprimés apres
exposition a la lidocaine, [’annotation ici utilise la bibliotheque Gene Ontology. Plus le diamétre est grand, plus grand est le
nombre de genes surexprimé dans [’ensemble de genes. L'intensité du rouge est inversement proportionnelle a la valeur du p.

Plus le trait est épais, plus grand est le nombre de genes communs entre deux ensembles.

L’outil Gene Set Enrichement Analysis (GSEA)

Les analyses en clustering par DAVID ou par ConsensusPathDB-human ne prennent en compte
qu’une liste de geénes (ici réprimés ou surexprimés). Afin d’étudier plus finement la modulation
d’expression de genes par la lidocaine, nous avons également utilisé¢ le logiciel Gene Set

Enrichement Analysis GSEA (http://software.broadinstitute.org/gsea/) pour faire une analyse

de variation d’expression en prenant I’ampleur de la variation d’expression et la significativité
de la différence d’expression des génes. Pour 1’analyse de données de RNAseq avec GSEA,
nous avons utilisé¢ I’outil GSEA Preranked avec en entrée 1’ensemble des génes avec une
métrique associée. Cette méthode permet de calculer des scores d’enrichissement fonctionnel
en utilisant la base de données moléculaires Molecular Signature DataBase (MSigDB)(288).

Nous avons ainsi utilisé la liste de génes avec une métrique de rang. La métrique de rang utilisée

est la suivante :
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-log10(p-value)*signe(logFC)
Ainsi, nous avons ordonné les genes selon la significativité de leur différence d’expression, en
prenant en compte le signe de cette différence.
Nous avons donc utilisé¢ en entrée de GSEA I’ensemble des geénes (sans seuil de p-value),
ordonnés selon cette métrique et nous I’avons analysée avec plusieurs bibliothéques de la base
de données MSigDB :
- hallmark gene sets : ces ensembles représentent des €tats ou des processus biologiques
bien définis ayant une expression cohérente
- curated gene sets : ensembles de genes gérés a partir de voies canoniques (KEGG,
REACTOME et BIOCARTA).
- GO sets: ensembles de termes ontologiques (processus biologiques, composants
cellulaires et fonctions moléculaires).
Le résultat principal de ’analyse de 1’enrichissement des ensembles de geénes est le score
d’enrichissement (SE), qui refléte la mesure dans laquelle un ensemble de genes est
surreprésenté en haut ou en bas de notre liste de génes classés. Le logiciel calcule les ES en
parcourant la liste des genes classés, en augmentant le score quand un gene est dans I’ensemble
de génes et en le diminuant quand il ne I’est pas. L’ampleur de I’augmentation dépend donc de
la corrélation du geéne avec le phénotype. L’ES est la déviation maximale a partir de zéro des
genes rencontrés dans la liste. Un ES positif indique 1’enrichissement des ensembles de geénes
en haut de la liste de classement et un ES négatif indique I’enrichissement des ensembles de
genes au bas de la liste de classement. Le score d’enrichissement est ensuite normalisé (NES).
Le NES est la statistique principale pour I’examen des résultats d’enrichissement des ensembles
de genes. En normalisant le score d’enrichissement, le logiciel tient compte des différences
dans la taille des ensembles de génes et dans les corrélations entre les ensembles de genes et
I’ensemble de données d’expression; par conséquent, les scores d’enrichissement normalisés
(NES) peut étre utilis€¢ pour comparer les résultats d’analyse entre les ensembles de génes.
GSEA génére donc une liste a partir des NES auquel il associe un false discovery rate (FDR)
ou risque de faux positif exprimé en pourcentage. Ce FDR est la probabilité estimée qu’un
geéne associ¢ a une NES donnée représente une conclusion faussement positive. Par exemple,
un FDR de 25 % indique que le résultat est probablement valide 3 fois sur 4. Le rapport
d’analyse de GSEA met en évidence des ensembles de génes d’enrichissement avec un FDR de
moins de 25% comme ceux les plus susceptibles de générer des hypothéses intéressantes et de

conduire d’autres recherches. Il y ajoute le calcul de la valeur p permettant d’estimer la
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signification statistique du score d’enrichissement pour un seul ensemble de génes sans

ajustement vis-a-vis de la taille des ensembles de génes et des tests d”hypothéses multiples.

Hallmarks

Lorsqu’on procede a 1’analyse d’expression différentielle des genes avec I’ensemble
« Hallmarks », 36 / 50 ensembles de génes sont régulés a la hausse lorsque les cellules sont
exposées a la lidocaine, dont 35 ont un FDR <25%. 23 de ces ensembles de génes sont enrichis
avec un p < 1% et 29 ont un p < 5%. La représentation graphique des ES des 20 ensembles de
genes les plus surreprésentés se trouve figure 20.

Le nombre d’ensembles de génes a I’inverse régulés a la baisse est donc de 14 / 50, dont 13
avec un FDR < 25%, 9 ensembles avec un p < 1% et 10 avec p < 5%.

Les ensembles de génes concernés sont représentés dans le tableau 4.

Ainsi les voies surexprimées concernent de maniere intéressante voies de signalisation
d’oncogeneses : des voies de prolifération cellulaire, de 1’angiogenese (KRAS, WNT, p53,
NOTCH...), la transition épithélio-mésenchymateuse, le métabolismes de plusieurs lipides
tandis que les voies réprimées concernent la transcription, (voie Myc), la réparation de I’ADN,
la mitose , la voie de prolifération PI3K/Akt/mTOR, la phosphorylation oxydative et la voie

des radicaux libres.
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Table: Snapshot of enrichment results
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Figure 20 Représentation graphique des Scores d’enrichissement des 20 ensembles de genes les plus surexprimés apres analyse

par GSEA.
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Processus dans lesquels les génes sont régulés a la hausse
Transition épithélio-mésenchymateuse
Homéostasie du cholestérol
Hypoxie
Jonction apicale
Myogenese
Réponse précoce aux estrogénes
Coagulation
Signalisation TNF alpha via NFkappa B
Activation de la voie KRAS
Réponse ADN aux UV (geénes réprimés par I’irradiation UV)
Réponse inflammatoire
Inhibition de la voie KRAS
Voie de signalisation IL2-STATS
Voie de signalisation Hedgehog
Angiogenese
Réponse tardive aux estrogenes
Métabolisme xénobiotique
Métabolisme des acides biliaires
Voie du complément
Glycolyse
Surface apicale
Voie de signalisation IL6/JAK/STAT3
Voie de signalisation TGF béta
Métabolisme de I’héme
Réponse interféron alpha
Voie de signalisation WNT/beta-caténine
Apoptose
Réponse aux androgénes
Voie NOTCH
Voie P53
Péroxisome
Rejet d’allogreffe
Métabolisme des acides gras
Adipogénese
Réponse interféron gamma

Sécrétion protidique

Processus dans lesquels les génes sont régulés a la baisse
Cibles de MYC (groupe de genes régulés par MYC)
Cibles de E2F
Checkpoint G2M
La phosphorylation oxydative
Cibles de MYC (second groupe de génes régulés par MYC)
Réparation de ’ADN
Genes surexprimés lors de I’'UPR (unfolded protein response)
Spermatogénése
Voie des radicaux libres
Voie mTORC1
Réponse ADN aux UV (génes surexprimés par ’irradiation UV)
Voie PI3K/AKT/mTOR
Fuseau mitotique

Cellules béta pancréatiques

Tableau 4 Effet de la lidocaine sur les Hallmarks d’apreés analyse GSEA : Liste des processus dont les génes sont surexprimés
apres exposition a la lidocaine et ou sous-exprimés apres exposition a la lidocaine lorsqu’on utilise la bibliotheque

« Hallmarks » de MSigDB.
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Voies canoniques

Lorsqu’on procede a I’analyse d’expression différentielle des genes avec la bibliotheque des

voies canoniques « Curated genes set », 577 ensembles de geénes sur 1003 sont régulés a la

hausse dont 291 avec FDR < 25%, 143 ensembles ont un p < 1% et le nombre d’ensembles

augmente a 218 pour p < 5%. A I’inverse, 426 ensembles sont régulés a la baisse dont 249 ont

un FDR < 25%, 187 ont un p< 1% et le nombre passe a 216 pour p < 5%. Nous avons choisi de

représenter dans le tableau 5 les 20 ensembles dont la dysrégulation est la plus importante avec

les databases KEGG, REACTOME et BIOCARTA (seulement les ensembles avec un p<5%).

Régulation a la hausse des processus canoniques par la lidocaine

KEGG
Lysosome

Interaction MEC/récepteurs
Cardiomyopathie dilatée
Cardiomyopathie hypertrophique
Cardiomyopathie arythmogene du
ventricule droit

Hématopoicse

Adhésion focale

Interaction cytokines/récepteurs

Molécules d'adhésion cellulaire
(CAMs)
Complément et cascades de
coagulation

Synthése stéroidienne
Guidage axonal

Dégradation des
glycosaminoglycanes
Biosynthése des O-glycanes
Meétabolisme des
glycérophospholipides

Interaction neuroligand/récepteurs
Melanogénese

Biosynthése du sulfate de

chondroitine

REACTOME
Activité de protéines kinases
transmembranaires
Molécules d'adhésion cellulaire
Liaison aux facteurs de croissance
Liaison aux intégrines
Activité de protéines tyrosine kinases
transmembranaires
Activité lipase
Activité de transporteurs

transmembranaires
Hydrolyse des ponts O-glycolyl

Transport transmembranaire d'ions

inorganiques
Liaisons aux glycoprotéines
Récepteurs aux virus
Transport transmembranaire d'anions

Transport transmembranaire d'ions
métalliques

Transport transmembranaire de calcium
Activité acetylgalactosaminyltransferase

Activité du facteur de croissance
Transport transmembranaire de cation

inorganique divalent

Activité glycosyltransferase

BIOCARTA
Voie Tobl (activation des cellules T)

Réponse inflammatoire
Infarctus myocardique aigue

Voie de la mCalpaine
Voie ALK

Voie TGF béta
Voie de l'agrine dans la différentiation
post-synaptique
Voie d'inhibition plaquettaire par
l'aspirine
Facteurs ETS et différentiation des
macrophages
Régulation des tyrosine kinase par
Sprouty
Voie IL10
Voie intrinséque d'activation de la

prothrombine
Polarisation des cellules T

Voie des biopeptides
Voie de ' AEGF dans la cardiopathie
hypertrophique
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Carcinome basocellulaire

Me¢étabolisme des sphingolipides

Activité phospholipase

Liaison a I'héparine

Tableau 5 Les 20 processus canoniques les plus régulés a la hausse apres [’exposition a la lidocaine.

Reviennent donc la régulation a la hausse de génes impliqués dans le métabolisme de plusieurs

lipides, les interactions membranaires et des voies de signalisation (liées aux protéines kinases).

Régulation a la baisse de processus canoniques par la lidocaine

KEGG
Spliceosome

Ribosome

Protéasome

Maladie de Parkinson

Dégradation de ' ARN
Réparation/excision de nucléotides
Phosphorylation oxydative

Cycle cellulaire
Réplication de 'ADN

Maladie de Huntington
Réparation de mésappariement

Biosynthése de aminoacyl-tRNA
synthétases

ARN-polymérase

Meétabolisme des pyrimidines

Facteurs de transcription basale
Export de protéines
Recombinaison homologue
Me¢éiose ovocytaire
Maladie d'Alzheimer

Meétabolisme des purines

REACTOME
Composants du ribosome
Liaison a ' ARNm
Liaison des facteurs de traduction a
I'ARN

Liaisons aux ARN inversés

Initiation de la traduction

Liaison a ' ADN simple brin
Liaison au complexe
ribonucléoprotéique
Activité ribonucléase

Liaison aux protéines dépliées

Activité ATPase dépendante de I'ADN

Activité exonucléase

Activité polymérase de I'ARN

Activité hélicase de 'ADN

Activité hélicase dépendante de la
purine NTP
Liaison a I'ADN nucléosomal
Activité hélicase
Liaison aux petits ARN nucléaires
Activité hélicase de ' ARN
Activité exonucléase

Liaison a 'ADN endommagé

BIOCARTA

Voie du protéasome

Traduction par elF

Régulation de la réplication de 'ADN
par les CDK
Role de Pi3K dans I'organisation de
l'actine
Role d'ATR et BRCA dans la
susceptibilité au cancer

Branchement en Y de l'actine
Voie AKT/mTOR

Voies des caspases
Voie du VEGF
Voie mitochondriale
Voie de co-stimulation lors de

l'activation des cellules T
Voie mTOR

Voie mPR (initiation de la membrane

des ovocytes par la progestérone)

Tableau 6 Les2() processus canoniques les plus régulés a la baisse apres [’exposition a la lidocaine.

Les geénes dérégulés sont ceux concernant la réplication, la transcription et la traduction, le

cycle cellulaire et la phosphorylation oxydative.
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Ontologie

Gene Ontology

Lorsqu’on procede a I’analyse d’expression différentielle des geénes avec la bibliotheque des

termes GO en général, 223 ensembles de genes sur 409 sont régulés a la hausse dont 183 avec

un FDR < 25%, parmi ceux-ci 119 ensembles ont un p < 1% et cela est porté a 150 lorsqu’on

cherche un p < 5%.

A I’inverse, 186 ensembles sont régulés a la baisse dont 161 avec un FDR < 25%, parmi ceux-

ci, 119 ensembles ont un p < 1%, cela augmente a 139 si on considere p < 5%.

Régulation a la hausse
Matrice extracellulaire
Protéines de la matrice extracellulaire
Membrane basale
Complexes de récepteurs
Composants de la matrice extracellulaire
Lumiére du Golgi
Vacuoles lytiques
Lumieére de vacuoles
Lumiéres de lysosomes
Granules plaquettaires
Face externe de la membrane plasmique
Composants intrinseques de la membrane
du réticulum endoplasmique
Lumiéres de granules de sécrétions
Granules de sécrétions
Complexes protéiques impliqués dans
I'adhésion cellulaire
Lumiéres des granules plaquettaires
Membranes des vacuoles lytiques
Complexes de récepteurs a la membrane
plasmique
Complexes protéiques impliqués a la
membrane plasmique

Microdomaines membranaires

Régulation a la baisse
Ribosome
Sous-unité ribosomale
Complexe spliceosomal
Grande sous-unité ribosomale
Ribosome cytosolique
Partie cytosolique
Phase 2 du spliceosome
Partie nucléaire
Région chromosomique
Grande sous-unité ribosomale cytosolique

Petite sous-unité ribosomale
Condensation chromosomique

Ribosome organellaire

Pré-ribosome

Complexe protéique de la membrane interne de la

mitochondrie
Région centromérique du chromosome

Petit complexe ribonucléoprotéique

Corps nucléaire

Complexe protéique de la mitochondrie

Région télomérique du chromosome

Tableau 7 Les 20 processus en terme GO dont les genes sont dérégulés par la lidocaine.
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Reviennent donc une augmentation de protéines localisées a la membrane essentiellement et
une répression des génes impliqués dans la traduction, la mitochondrie et I’organisation des
chromosomes.

Composition cellulaire

Lorsqu’on procede a I’analyse d’expression différentielle des genes avec la bibliotheque des
termes GO axés sur la composition cellulaire, 227 sur 476 ensembles sont régulés a la hausse
dont 123 avec FDR < 25%, parmi ceux-ci 64 ensembles ont un p < 1% et le nombre augmente
a 91 si on prend une p< 5%.

A I’inverse, 249 ensembles sont régulés a la baisse, dont 182 avec un FDR < 25%, parmi ceux-
ci 146 ont un p< 1%, cela augmente a 163 ensembles si on considere p < 5%.

Nous avons représenté dans le tableau 8, les composants cellulaires dont les geénes sont

dérégulés.

Régulation a la hausse
Meétabolisme des glycosaminoglycanes (GAG)
Meétabolisme des lipides et des lipoprotéines
Meétabolisme du sulfate de chondroitine et de
dermatane
Interaction des intégrines a la surface cellulaire

Biosynthéese du cholestérol
Métabolisme du sulfate d'héparane et héparine

Meétabolisme des phospholipides
O-glycosylation des mucines
Dégradation des liaisons de sulfate d'héparane
aux glycosaminoglycanes (HS-GAQG)
Biosynthése des glycérophospholipides
Biosynthése des HS-GAG
Synthese des GAG

Organisation des jonctions cellulaires

Meétabolismes des sphingolipides
Transport des cations et anions inorganiques et
des aminoacides et oligopeptides

Organisation de la matrice extracellulaire

Régulation a la baisse
Meétabolisme de 'ARN
Meétabolisme de 'ARNm

Traduction

Dégradation des ARNm non-sens
Régulation de la traduction par 3-UTR
Co-traduction de protéines a la membrane,
dépendante de SRP
Transcription et réplication du virus Influenza

Traitement de ' ARNm
Epissage de 'ARNm

Cycle du virus Influenza
Elongation de chaines peptidiques
Réplication de I'ADN
Traitement des introns coiffés contenant du pré-
ARNm
Phases M et G1

Transcription
Cycle cellulaire
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Réponse a I'élévation cytosolique du calcium ) o
Cycle cellulaire mitotique
dans les plaquettes

Biosynthése des triglycérides Cycle cellulaire checkpoints
Transports par canaux ioniques Infection a VIH
Meétabolisme des glycosphingolipides Activation de ' ARNm

Tableau 8 Les 20 processus cellulaires (terme GO) dont les genes sont dérégulés par [’exposition a la lidocaine.

Le métabolisme des lipides et I’adhésion cellulaire sont ainsi régulés a la hausse tandis que les

processus de cycle cellulaires et de traduction sont dérégulés a la baisse.

Comparaison avec les données de la littérature

Nous avons également comparé nos résultats avec les données de la littérature présentes sous
la recherche PubMed : ("lidocaine"[MeSH Terms] OR "lidocaine"[All Fields]) AND ("gene
expression"[MeSH Terms] OR ("gene"[All Fields] AND "expression"[All Fields]) OR "gene
expression"[All Fields]) AND ("neoplasms"[MeSH Terms] OR "neoplasms"[All Fields] OR
"cancer"[All Fields]). 18 articles sont apparus dans la recherche, aprés 1 sélection par le
résumé, nous avons isolés 8 articles traitant des modifications dans I’expression de génes sous
lidocaine et comparé avec les niveaux de changement d’expression dans notre RNAseq, les
données sont compilées dans le tableau 9. Nous n’avons ainsi pu mettre en évidence de
similitude avec notre étude.

Par ailleurs, en dehors de cette recherche systématisée, nous avons également isolé une autre
étude sur cellules MDA-MB-231. Mais contrairement a Jiang ef al., nous n’avons pas mis en
évidence de répression du transcrit de TRPV6 par la lidocaine dans les cellules MDA-MB-231
(289). Le canal calcique TRPV6 (récepteur transitoire de la famille vanilloide, numéro 6) est
surexprim¢ dans certains cancers solides et favorise I'accumulation de calcium dans la cellule
entrainant la croissance des cellules, leur prolifération et la formation de métastases. Le canal
TRPV6 inhibe le signale pro-apoptotique. Son inhibition diminue la croissance des cellules
cancéreuses, a leur prolifération et aux métastases. Par ailleurs 1’analyse de RNAseq des
cellules MDA-MB-231 disponible sur le site Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE)® ne
montre pas de surexpression de ce géne dans les cellules MDA-MB-231 confortant plutdt nos

résultats.

3 https://portals.broadinstitute.org/ccle
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En synergie Niveau

Type Geéne Geéne

Titre PMID Auteur Cellules \ avec une autre s o RNAseq Valeur p P ajusté
d'organe . surexprimé réprimé
molécule (Log 2 FC)
Lidocaine inhibits proliferation and induces SW480,
apoptosis in colorectal cancer cells by 30262429 Qu X et al HCT116 et Colorectal EGFR 0,2599121 0,00022899 0,00648919
upregulating mir-520a-3p and targeting EGFR. NCM460

Effects of Lidocaine-Mediated CPEB3
Upregulation in Human Hepatocellular 29850575 LiuH et al HepG2 Hépatique CPEB3 0,0927665 0,58350788 0,79361065
Carcinoma Cell Proliferation In Vitro.

Lidocaine sensitizes the cytotoxicity of 5-
fluorouacil in melanoma cells via upregulation 29442040 Wang Y et al SK-MEL-2 Mélanome 5-FU SOX-4 -0,167691 0,184243 0,43720447
of microRNA-493.

CCNBP1 NR
Local Anesthetics Inhibit the Growth of Le Gac G et HuH7 et . MKi67 0,01736565 | 0,81675876 0,91959825
H Hepatocellular Carci Cell 28857796 | H RG Hépatique
uman Hepatocellular Carcinoma Cells. al. epa HRK -1,5370913 | 0,55875015
APC 0,02642748 | 0,74145743 0,88193015
DDK1 NR
Lidocaine inhibits the proliferation of lung AS49 et
cancer by regulating the expression of 28737263 Zhang L et al 11299 Poumon GOLT1A 2,78341668 | 0,15559092
GOLT1A.
Lidocaine sensitizes the cytotoxicity of
cisplatin in breast cancer cells via up- 25526566 LiKetal MCF-7 et Sein Cisplatine RARB2 0,15756107 | 0,66439615
regulation of RARB2 and RASSF1A ’ MDA-MB-231 P
demethylation.
RASSF1A NR

Local anesthetics induce apoptosis in human
thyroid cancer cells through the mitogen- 24586874 Chang YC 8505C et K1 Thyroide BLC2 -0,1518037 | 0,10683447 0,31965875
activated protein kinase pathway.
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RASSF1A RASSF1A NR
Lidocaine time- and dose-dependently BT-20 et

demethylates deoxyribonucleic acid in breast 22542536 Lirk P et al. Sein

T MCF-7
cancer cell lines in vitro.
MYOD1 MYOD1

GSTP1 GSTP1 -0,1369194 | 0,08853813 0,28711003

Tableau 9 Comparaison des résultats de [’expression de genes du RNA-seq avec les données de la littérature.
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Dans I’¢tude de Chang YC et al. sur les cellules de cancer thyroidien, une analyse des ARN
messagers par microarrays avait isolé quelques ensembles de génes modifiés par exposition a
la lidocaine, sur les 10 plus importants présentés dans leur article, on peut noter quelques voies
présentes dans notre analyse également : le métabolisme des lipides, la voie Hedgehog, la

modulation des HDAC et des kinases dépendantes au calcium/calmoduline(290).

Nos résultats devront encore étre confirmés par RT-qPCR mais les différentes analyses
montrent que la lidocaine compromet I’expression d’ensembles de genes impliqués dans la
traduction de I’ARN et régulant le cycle cellulaire, la voie de prolifération mTOR/AKT ressort
¢galement des analyses. Les ensembles de génes qui sont en revanche surexprimés concernent
la régulation de protéines de surface membranaire, I’ interaction avec la matrice extracellulaire,
le métabolisme lipidique, des voies de prolifération cellulaire et également d’activation de
cellules de I’'immunité.

Le niveau d’ARNm n’étant pas tout le temps corrélé au taux de protéines (291,292), il est
important de voir en protéomique quel est le niveau réel d’expression des protéines. En effet
plusieurs facteurs entrent en jeu dans la dynamique entre le taux d’ARNm et celui des protéines
finales. Si a I’état d’équilibre le taux de protéine est influencé par le taux d’ARNm (293,294),
un délai entre I’induction de la transcription et celui de la transcription peut aboutir a une
augmentation du taux d’ARNm sans ¢élévation du taux de protéines (295). De méme, certains
geénes peuvent étre traduits « a la demande », impliquant un taux basal d’ARNm ne correspond
pas forcément au taux de protéines (296,297). De méme, les modifications post-
transcriptionnelles peuvent avoir un réle dans le rapport entre ARNm et protéines (298). De
manicre générale, la synthese des protéines est soumise a différentes contraintes. Si cela reste
a prouver dans le organismes multicellulaires, il a ét¢ démontré que pour les organismes
unicellulaires, I’expression de genes est dépendante du colt que la synthése de protéine
implique pour la cellule (299), notamment au niveau énergétique (300) et de 1’état du cycle
cellulaire dans lequel cette cellule se situe (301). Or les anesthésiques locaux peuvent réduire
la production d’ATP chez les levures (302) et le cycle peut étre bloqué par les anesthésiques
locaux dans des lignées cellulaires humaines (303). De plus, la synthése protéique est
dépendante des ribosomes : les transcrits peuvent entrer en compétition pour étre traduits par
les ribosomes (304,305) et ceux-ci peuvent avoir une vitesse de différentes sur ' ARN messager
selon les codons notamment et jouer sur l'efficacité de la traduction génétique (306).

Or, les mécanismes de traduction et notamment la machinerie ribosomale semblent affectés par

I’exposition a la lidocaine d’apres I’analyse de notre RN Aseq. Ceci est également retrouvé dans
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la littérature, ou la bupivacaine inactive la protéine kinase ribosomale S6 kinase 1 (S6K1) qui
est une protéine kinase conservée régulant de manicre négative la voie de signalisation
mTOR/PI3-kinase/Akt (307), voie qui est par ailleurs également perturbée dans notre RNAseq.
De maniére surprenante, elle semble étre régulée a la hausse si on prend strictement la liste de
genes présentant une augmentation significative sous lidocaine alors qu’elle est réprimée si on
effectue une analyse GSEA.

Ainsi, il peut étre difficile d’interpréter seul la modulation du transcriptome des cellules MDA-

MB-231 exposées ou non la lidocaine.

Modification de I'empreinte métabolomique par la lidocaine

Dans nos outils « omics » nous avons également eu la possibilit¢ d’établir I’empreinte
métabolomique de nos cellules exposées ou non a la lidocaine.

Ceci était d’autant plus intéressant que nous avions précédemment des résultats discordants
entre les tests de MTT et de Cell Titer Glo laissant a penser que la lidocaine pouvait avoir un
effet sur la mitochondrie et donc sur le métabolisme cellulaire de nos cellules d’intérét. Nous
avons donc voulu explorer I’impact de la lidocaine en métabolomique. Une des hypothéses
mécanistiques avancées par José et al., est que du fait de leurs propriétés mitotoxiques, les AL
auraient un effet antiprolifératif corrélé au profil bioénergétique des cellules (308). Ainsi, la
lévobupivacaine, qui est comme la lidocaine un amino-amide, réduit la viabilité
proportionnellement au niveau d’utilisation de la glycolyse des cellules cancéreuses laissant a
penser que cette molécule cible le métabolisme déviant des lignées cancéreuses. Nous avons
donc voulu vérifier si la lidocaine pouvait avoir un impact sur le profil métabolomique dans le
cancer du sein. Pour cela, en collaboration avec le service de médecine nucléaire du Pr Izzie-
Jacques Namer, nous avons analysé le profil métabolomique des cellules par RMN HRMAS.
La métabolomique est un outil émergent pour phénotyper les cancers solides notamment a la
recherche d’empreintes métaboliques prédictives de mauvais pronostic et/ou de la réponse
thérapeutique.

Nous avons donc exposé des cellules MDA-MB-231 a de la lidocaine a la concentration de
0,5mM (n=5) ou au méme volume d’eau (n=4) pendant 4h et mesurés les métabolites des
¢chantillons par RMN HRMAS. La mise en évidence des variations d’un groupe de métabolites
dans le groupe de cellules exposées a la lidocaine versus le groupe contrdle a été réalisée en
réseau métabolique via 1’algorithme ADEMA (Algorithm to Determine Expected Metabolite

Level Alteration Using Mutual Informations).
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Résultats

Bonne qualité des spectres

Tous les spectres des 9 échantillons analysés étaient de bonne qualité. Deux spectres 1D 1H

CPMG HRMAS de cellules MDA-MB-231 exposées ou non a la lidocaine sont représentés

dans la figure 21. Un exemple de spectre 2D 1H-13C HSQC de cellules exposées a la lidocaine

est représenté dans la figure 22. Les 22 métabolites suivants ont été quantifiés : Alanine,

Asparagine, Aspartate, Choline, Créatine, Fumarate, Glutamate, Glutamine, Glutathion,

Glycérol, Isoleucine, Lactate, Malate, myo-Inositol, Phénylalanine, Phosphocholine, Proline,

Taurine, Choline totale, Valine et Glycine. Les valeurs moyennes se trouvent dans le tableau 9.

Le glucose et la glycérophosphocholine étaient indosables. On ne retrouvait pas de pic de

lidocaine dans 1’analyse de nos différents échantillons confirmant ainsi I’efficacité du lavage

de nos cellules lors de la préparation des échantillons.
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Figure 21 Spectre 1D '"H CPMG HRMAS de cellules MDA-MB-231 exposées a [’excipient (A) ou a la lidocaine (B). Les

spectres peuvent étre comparés car leur intensité a été normalisée par rapport a la masse de [’échantillon examiné.
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Figure 22 Exemple d’un spectre 2D 'H-3C HSQC obtenu a partir d’un échantillon de cellules MDA-MB-231 exposées a la

lidocaine

Acétate
Alanine
Asparagine
Aspartate
Choline
Créatine
Fumarate
Glutamate
Glutamine
Glutathion réduit
Glycérol
Isoleucine
Lactate
Malate
Myo-Inositol
Phénylalanine
Phosphocholine
Proline

Taurine

Lidocaine n=5

Moyenne (mM)

0,139
0,758
0,727
0,620
0,363
0,311
0,043
5,882
1,519
2,367
1,213
0,260
9,599
1,349
1,453
0,131
3,777
2,102
1,492

+écart-type
0,030
0,276
0,264
0,287
0,293
0,118
0,020
1,751
0,520
0,404
0,736
0,081
1,468
0,190
0,591
0,041
0,949
0,744
0,363

Controle n=4

Moyenne (mM)

0,137
0,847
0,828
0,788
0,354
0,386
0,061
6,812
1,692
2,805
1,214
0,242
9,466
1,985
1,645
0,133
4,121
2,314
1,607

+ écart type
0,019
0,081
0,196
0,287
0,083
0,093
0,017
1,396
0,116
0,316
0,258
0,027
1,646
0,431
0,241
0,022
0,670
0,333
0,134
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Choline Totale 1,943 0,521
Valine 0,166 0,063
Glycine 1,086 0,605

2,109 0,356
0,144 0,018
0,985 0,089

Tableau 10 Valeurs issues de la quantification des différents métabolites exprimés en mM, en moyenne +écart-type.

La lidocaine impacte plusieurs chemins métaboliques et diminue potentiellement le potentiel

prolifératif des cellules triple-négatives

L’analyse par I’algorithme ADEMA montre une atteinte de différents chemins métaboliques

dans les cellules (figure 23). Ainsi I’exposition a la lidocaine a la concentration de 500 uM

pendant 4 heures entraine une baisse du taux de choline totale, choline et phosphocholine. Le

taux de taurine est aussi abaissé, de méme que les taux d’asparagine, aspartate, malate,

fumarate, alanine, myoinositol, glutathion, glutamine, glutamate, proline et créatine. En

revanche, les taux de valine et d’isoleucine sont augmentés et les taux de lactate, glycine et

acétate sont inchangés. Ainsi les voies des cholines et de la glutaminolyse sont inhibées par la

lidocaine, de méme que le cycle de Krebs.
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Figure 23 représentation de I'analyse du réseau métabolique d apreés les résultats ADEMA des cellules MDA-MB-231 exposées
a la lidocaine (n=5) ou au controle (n=4). Les fleches rouges, vertes et bleues indiquent respectivement les métabolites qui
diminuent, augmentent ou restent stables lorsque les cellules sont exposées d la lidocaine par rapport au groupe contréle.
Ce travail montre que la lidocaine peut avoir un effet sur le profil métabolomique de cellules
cancéreuses. Nous avons montré que la lidocaine, a la concentration de 500 uM pendant 4
heures pouvait faire varier le taux de métabolites dans différents chemins métaboliques qui
signent le caractére agressif de cellules cancéreuses. Ceci est d’autant plus intéressant que
certains effets sur le métabolisme font écho aux changements précédemment mis en évidence
dans notre analyse transcriptomique.

Les niveaux ¢élevés de métabolites riches en choline sont principalement dus a I’augmentation
du métabolisme des phospholipides et de la synthése de membrane cellulaire dans les cellules
prolifératives. Une glutaminolyse intense favorise la prolifération tumorale et la
chimiorésistance, en partie par le biais de 1’activation de la voie PI3K/AKT/mTORCI. Le fait
que la lidocaine entraine une baisse des métabolites dans ces deux voies témoigne de la
diminution du potentiel prolifératif des cellules traitées par lidocaine et ces observations vont
dans le sens des travaux montrant une diminution de la prolifération des cellules MDA-MB-
231 traitées par lidocaine (309) et dans le sens également de I’analyse du RNAseq.

Le cycle de Krebs des cellules MDA-MB-231 est également impacté par la lidocaine. En effet,
on note une baisse du fumarate et du malate et de I’alanine. Or, le fumarate inhibe les prolyl-
hydroxylases ce qui entraine une augmentation du taux de HIF-1a et permet entre autre la survie
des cellules cancéreuses en hypoxie (310). Ainsi, la lidocaine pourrait moduler la voie de
prolifération HIF-1. Les geénes impliqués dans le phénomeéne d’hypoxie sont régulés a la hausse
dans notre analyse transcriptomique par GSEA (tableau 4).

Nous avons également mis en évidence une baisse du glutathion sous sa forme réduite (GSH)
pouvant étre liée a la baisse du myoinositol et donc également de 1’ascorbate (non dosé ici) et
de ce fait une perturbation du cycle glutathion-ascorbate. De méme le taux de glutamate qui est
un précurseur du GSH étant abaissé, sa synthése peut également étre compromise par la
lidocaine. De maniére intéressante, des geénes de transporteurs du glutamate, habituellement
exprimés au niveau des synapses, sont surexprimé dans les cellules MDA-MB-231 exposées a
la lidocaine dans notre RNAseq : le SLC17A7-(Log2 FC = 2,084909133 ; p =0,008657693) et
le SLC1A1 (Log2 FC =0,327615914 ; p =0,001747013), laissant a penser que la cellule essaie
de compenser la baisse de ce métabolite. Une autre hypothése serait une consommation du
glutathion en réaction a I’augmentation du stress oxydant et ferait écho a une dérégulation des

genes impliqués dans les processus des radicaux libres mais également a un travail récent
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¢tudiant I’impact de la lidocaine sur des cellules de levure ou on observait une baisse initiale
du GSH a H+1 mais une augmentation progressive de cet antioxydant a partir de H+2 pouvant
étre le témoin d’un mécanisme d’adaptation contre le stress oxydant induit par la lidocaine
(302). De méme, une étude in vitro a montré que la lidocaine entrainait une baisse du potentiel
de membrane mitochondriale et une augmentation de la production de radicaux libres dans des
cellules de cancer du poumon non a petites cellules (311). De maniére intéressante, une
glutathion-peroxydase, GPX3 est régulée a la baisse dans notre RNAseq (Log2 FC=
0,23886377 ; p=0,029069759), renforcant I’idée d’une atteinte de cette voie par la lidocaine.
Enfin I’absence de glucose et de glycérophosphocholine dans nos prélévements et les taux
comparables en lactates dans les groupes controle et lidocaine indiquent que la voie de
glycolyse et la voie de la choline restent fortement actives dans les cellules MDA-MB-231
malgré le traitement par lidocaine. En effet I'augmentation de la glycolyse dans la cellule
tumorale est un phénomene connu depuis longtemps et décrit comme I’effet Warburg (312).
Elle est liée a la surexpression tumorale des transporteurs membranaires du glucose, a
I’augmentation de 1’activité de I’hexokinase impliquée dans la phosphorylation du glucose et a
I’augmentation de la glycolyse cellulaire anaérobie par inhibition de la voie oxydative. De
méme si les taux en glycérophosphocholine (GPC) restent indosables sous lidocaine, le fait que
le taux de phosphocholine (PC) soit abaissé est plutdt en faveur d’une hausse du ratio GPC/PC,
ce qui est considéré dans une étude de cohorte chez des patientes ayant bénéficié de biopsies
pour carcinome canalaire in situ comme un facteur de bon pronostic (313). De manieére
intéressante, I’ARNm du géne CHKB qui code pour la choline kinase est augmenté sous
lidocaine dans notre RNAseq (Log2 FC = 0,579039255 ; p=0,042010986). Cette enzyme va
phosphoryler la choline en phosphocholine, lere étape de la voie de biosynthése des
phosphatidylcholines. De méme, 1’expression des génes LPCAT 1 et 3 codant pour la
lysophosphatidylcholine acyltransferase sont régulé a la hausse (Log2 FC=0,165323157;
p=0,049462548 et Log2 FC=0,283129144; p=0,0004609 respectivement). La
lysophosphatidylcholine acyltransferase catalyse la conversion de la lysophosphatidylcholine
en phosphatidylcholine (PC) dans la voie de biosynthése de la phosphatidylcholine (314).

La phospholipase C delta est également perturbée dans le RNAseq. (Log2 FC=0,233496824 ;
p=0,002158761). Elle intervient sur la fonction ester liant le glycérol et le phosphate, libérant
un diglycéride et un phosphoalcool. Elle catalyse I’hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate membranaire (PIP2) en diglycéride et inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) et est

activée par ce dernier.
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Les effets de la baisse de myoinositol par la lidocaine sont a étudier. En effet, les inositols ont
des propriétés tumorales importantes reprises dans une revue récente (315). Ils peuvent
notamment interférer avec la prolifération cellulaire en diminuant par exemple le taux de PI3K
ou en inhibant la phosphorylation de pRB ou I’activation d’Akt et donc de NF-kB. Ils peuvent
¢galement interférer avec I’invasion cellulaire et la transition épithélio-mésenchymateuse
(315).

Ainsi nous avons pu montrer a I’aide de deux outils « omics » que la lidocaine pouvait déréguler
des processus d’oncogenese tels que la prolifération des cellules (par une modification du
métabolisme des lipides et de la voie de la glutaminolyse et de mTOR) ou le stress oxydant.
Analyse de I'expression protéique

L’analyse de I’expression différentielle des génes par RNAseq et la modification de I’empreinte
métabolomique des cellules exposées a la lidocaine suggéré I’implication de plusieurs voies de
signalisation.

Etant donnée la multitude de possibilité, nous nous sommes focalisés sur certaines en lien avec
nos analyses de transcriptomique et de métabolomique.

La voie PI3K/AKT/mTOR

L’analyse de I’expression différentielle de génes a montré que les geénes participants a la voie
AKT/mTOR étaient dérégulés par la lidocaine. Si on s’en tenait a la liste de geénes dont
I’expression était significativement différente de la condition contrdle, les génes semblaient
surexprimés. En revanche, 1’analyse quantitative laisse a penser que I’ensemble des genes
impliqués dans cette voie est sous-exprimée sous lidocaine. De méme, la modulation du profil
métabolomique par la lidocaine montre une diminution de la voie de la glutaminolyse, dont la
répercussion dans la littérature est une inhibition de la voie mTOR (316).

Nous avons donc voulu vérifier par Western-blot 1I’expression protéique de mTOR et de AKT
des cellules MDA-MB-231 exposées a des doses croissantes de lidocaine ou au controle
pendant 24h. L’expérience a été réalisée de manicre indépendante 3 fois. L’intensité de signal
des bandes a été normalisé au contrdle de charge qui était la protéine HSP90 puis rapporté a la
condition contrdle pour étudier la variation par rapport a ce contrdle. La dispersion est grande
pour la protéine mTOR totale et phosphorylée. Les tests ’ANOVA ne retrouvaient pas de
variation significative pour les 4 protéines, en revanche, on note une tendance a une diminution
de la phosphorylation d’AKT en fonction de la concentration de lidocaine alors que le taux de

la protéine totale reste le méme. Le taux de mTOR phosphorylé tend également a diminuer.
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Figure 24 Analyse de 'expression de protéines AKT (4), AKT phosphorylé (B), mTOR (C) et mTOR phosphorylé (D) dans les
cellules MDA-MB-231 exposées a des doses croissantes de lidocaine. Des cellules MDA-MB231 ont été traitées par des doses
croissantes de lidocaine. L’expression des protéines d’intérét a été analysée par Western Blot, HSP90 est utilisé comme
controle de charge. La quantification relative est faite par rapport a la condition controle CTL. Le graphique montre la

moyenne de 3 expériences indépendantes et les barres d’erreur |'écart-type.

FAK

La Focal Adhesion Kinase (FAK) est une kinase ubiquitaire au niveau du complexe d'adhésion
cellulaire. Elle peut étre activée par les intégrines de la membrane plasmique, par des facteurs
de croissance ou par des hormones. Lors de son activation, il y a libération d'un site de grande
affinité pour des protéines de la famille des Src ou elles vont étre phosphorylées participant a
’activation de voies de la signalisation cellulaire régulant le mécanisme de la survie cellulaire,
la prolifération cellulaire ou la migration. L’expression de génes participant a I’adhésion focale
¢tant perturbée dans 1’analyse transcriptomique et ’adhésion cellulaire 1’étant également dans
nos expériences in vitro, nous avons voulu regarder 1’expression protéique de FAK.
Malheureusement, nous avons rencontré des problémes techniques et seuls les blots exposés
aux anticorps anti-FAK phosphorylés ont pu étre exploités. Il existe une tendance a

I’augmentation de la protéine phosphorylée sans que cela soit statistiquement significatif.

134



FAK phosphorylé

6-
A
4+
2-
T
YY) l AlA I 1
c | | _l_ | |
\v
S

Figure 25 Analyse du taux de FAK phosphorylé dans les cellules MDA-MB-231 exposées a des doses croissantes de lidocaine.
Des cellules MDA-MB231 ont été traitées par des doses croissantes de lidocaine. Le taux de FAK phosphorylé a été analysé
par Western Blot, HSP90 est utilisé comme controle de charge. La quantification relative est faite par rapport a la condition

contréle CTL. Le graphique montre la moyenne de 3 expériences indépendantes et les barres d’erreur I'écart-type.
Protéine SRC
La tyrosine kinase cytoplasmique Src est impliquée dans plusieurs voies de signalisation dans
le cancer (317,318). Plusieurs arguments nous ont poussés a étudier son expression protéique :
- C’est un régulateur clé de la signalisation induite par les facteurs de croissance et les
intégrines dont I’expression est augmentée aprés exposition a la lidocaine dans le
RNAseq.
- SRC joue également un role dans 1’adhésion via un complexe FAK-SRC
- La voie de la Calpaine est régulée a la hausse dans I’analyse du RNAseq. Or cette voie
peut moduler ’activation de SRC via le clivage de PTP1B (319,320)
- SRC se situant en aval de la voie AKT/mTOR,
- laphosphorylation de SRC est diminuée apres exposition aux anesthésiques locaux dans
la littérature (321).
Si les analyses statistiques ne montrent pas de différences significatives, il a une tendance
a ’augmentation de la protéine totale qui n’est pas accompagnée par une variation de la

forme phosphorylée.

135



A B )
SRC SRC phosphorylée
2.01 1.59 .
a 2
Q 1.5+ n T ) T
) ) d eeea
+ T g & 1, T
- - A]:
O  1.0- fe-ee ] o
o u J: Q
3 3 054 il
X 0.5 X
=] =]
£ 8
0.0--— T T q q 0.0--— T T 3 3
N \
AN RS IS N M RS IS N
N QS N N

Figure 26 Analyse de [’expression de la protéine SRC (A4) et sa phosphorylation (B) dans les cellules MDA-MB-231 exposées
a des doses croissantes de lidocaine. Des cellules MDA-MB231 ont été traitées par des doses croissantes de lidocaine.
L’expression de SRC et son niveau de phosphorylation ont été analysés par Western Blot, HSP90 est utilisé comme controle
de charge. La quantification relative est faite par rapport a la condition controle CTL. Le graphique montre la moyenne de 3

expériences indépendantes et les barres d’erreur [’écart-type.

Voie des MAP kinases (ERK1/2) et des caspases

Les protéines ERK1/2 sont des kinases de la famille des MAP kinases qui sont des protéines
jouant un rdle dans la division, la croissance et la prolifération cellulaires. sur les cellules
d’hépatocarcinome (322), la lidocaine augmentait la phosphorylation d’ERK1/2 aboutissant a
une augmentation de la caspase 3 (323). Or, la voie des caspases était régulée a la baisse dans
le RNAseq avec pour la caspase 3 un Log2 FC=-0,183249519, p=0,013057851. Nous avons
donc voulu voir comment était modulée I’expression protéique de ces protéines par western
blot. Concernant ERK1/2, I’expression de la protéine totale et phosphorylée ne semble pas

modifiée par la lidocaine, figure 27.
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Figure 27 Analyse de |’expression de ERK1/2 dans les cellules MDA-MB-231 exposées a des doses croissantes de lidocaine.
Des cellules MDA-MB231 ont été traitées par des doses croissantes de lidocaine. L expression ERK (A) et son niveau de
phosphorylation (B) ont été analysés par Western Blot, HSP90 est utilisé comme controle de charge. La quantification relative
est faite par rapport a la condition contréle CTL. Le graphique montre la moyenne de 4 expériences indépendantes et les

barres d’erreur [’écart-type.
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En revanche, méme si cela n’est pas statistiquement significatif, I’expression des caspases
semblent augmentées sous lidocaine, confirmant nos résultats positifs en FACS avec des doses

plus fortes de lidocaine (figure 28).
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Figure 28 Analyse de |’expression de caspase 3 clivée dans les cellules MDA-MB-231 exposées a des doses croissantes de
lidocaine. Des cellules MDA-MB231 ont été traitées par des doses croissantes de lidocaine. L expression de la caspase-3 a
été analysée par Western Blot, HSP90 est utilisé comme contréle de charge (A). La quantification relative est faite par rapport
a la condition controle CTL (B). Le graphique montre la moyenne de 3 expériences indépendantes et les barres d’erreur

[’écart-type.

Ainsi nos analyses d’expression protéique n’ont pu mettre en évidence de manicre slre de
modifications importantes dans les voies de signalisation cellulaires. Toutefois, les tendances
mises en évidence vont plutdt dans le sens de la littérature et de nos analyses transcriptomiques
et métabolomiques : la voie Akt/mTOR semble inhibée, FAK semble activée, il existe une
augmentation des caspases 3 clivées sous lidocaine. Toutefois ces résultats nécessitent d’étre
confirmés par des méthodes quantitatives ou en sensibilisant notre western blot par I’utilisation
d’inhibiteurs ou activateurs des kinases.

Lipidomique

L’analyse de notre RNAseq et du profil métabolomique de nos cellules exposées a la lidocaine

montre une perturbation des lipides membranaires.

137



Dans la littérature, il ressort que la lidocaine peut interagir différemment avec les lipides
membranaires (324) en fonction de leur nature (325). L’action des anesthésiques locaux passent
les radeaux lipidiques (326,327) et la lidocaine peut briser ces radeaux (328).

Flotilline

Nous avons voulu voir dans un premier temps si la flotilline, un composant majeur des radeaux
lipidiques et pouvant agir dans différents mécanismes d’oncogenése (329), était perturbé par la
lidocaine, d’autant plus que les données de la littérature vont dans ce sens dans un modéle
cellulaire équin (330).

L’expression du géne FLOT1 n’¢était pas modifiée dans notre RNAseq (Log2 FC (lidoVsCTL)
=-0,067329137et p =0,349125923) et 1’analyse par WB montre une 1égére augmentation du

taux de la protéine apres exposition des cellules MDA-MB-231 a la lidocaine.
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Figure 29 Analyse de [’expression de la Flotilline-1 dans les cellules MDA-MB-231 exposées a des doses croissantes de
lidocaine. Des cellules MDA-MB231 ont été traitées par des doses croissantes de lidocaine. L expression de la flotilline-1 a
été analysée par Western Blot, HSP90 est utilisé comme controle de charge (4). La quantification relative est faite par rapport
a la condition contréole CTL (B). Le graphique montre la moyenne de 3 expériences indépendantes et les barres d’erreur

[’écart-type.

Cholestérol et sphingomyéline

Le métabolisme du cholestérol et des sphingolipides étant perturbé par la lidocaine d’apres
I’analyse du RNAseq qui montre une augmentation de I’ensemble de génes impliqué dans ces
processus et d’aprés I’empreinte métabolomique avec une baisse de la choline et de la
phosphorycholine, nous avons voulu quantifier le cholestérol et la sphingomyéline a la
membrane.

Pour ce faire, nous avons marqué des cellules exposées ou non a des doses croissantes de
lidocaine pendant 24 heures a un marqueur du cholestérol membranaire : la D4 couplée au
fluorochrome GFP et un marqueur de le la sphingomyéline membranaire : la lysénine,

¢galement couplée a la GFP. Il existe un switch entre le taux de cholestérol et de
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sphingomy¢line qui est dose-dépendant de la lidocaine : plus les doses de lidocaine augmentent,

plus la sphingomy¢éline est présente, au détriment du cholestérol.
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Figure 30 Changement de la composition lipidique des membranes de cellules MDA-MB-231 exposées a la lidocaine.
L’intensité du signal GFP couplé au marqueur de cholestérol D4 (4) ou de sphingomyéline lysénine (B) a été mesurée par fax
et rapportée a la condition controle. Un graphique sans la concentration de SmM est également représenté pour apprécier la
variation de sphingomyéline aux concentrations plus faibles (C), expérience réalisée indépendamment 3 fois, représentée en
moyenne +/-écart-type.

Nous avons donc pu mettre en évidence une modification des lipides a la membrane de nos

cellules MDA-MB-231 exposées ou non a la lidocaine. Ces données préliminaires sont

intéressantes et méritent d’étre approfondies par des études de microscopie.

Approche globale : conclusion

Dans cette partie, nous avons montré que la lidocaine hydrochloride altérait la viabilité des
cellules MDA-MB-231 aprés 24 h d’exposition de maniére dose dépendante avec une
différence significative a la dose de 10 mM et que cela passerait par un phénomene d’apoptose.
L’adhésion aigué est également altérée a 10mM et la croissance a long terme (test clonogénique
et de soft agar) est également inhibée a des doses plus faibles (1mM pour les tests clonogéniques
et 0,1mM pour les tests en soft-agar). L’analyse transcriptomique et métabolomique montre
que la lidocaine altére les mécanismes de transcription et de traduction ainsi plusieurs processus
liés a la membrane cellulaire : métabolisme des lipides, voies de signalisation, adhésion focale,
interaction avec la matrice extracellulaire. L’analyse protéomique a permis de confirmer
I’induction d’un signal apoptotique par 1’augmentation des caspases 3 clivées, la voie de
prolifération Akt/mTOR est inhibée de maniére partielle, ainsi que FAK. Le dosage des lipides
par FACS a permis de confirmer un changement des taux de lipides membranaires avec une

diminution du cholestérol et une augmentation de la sphingomy¢line membranaire.
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De maniére intéressante, I’analyse transcriptomique révele une augmentation du transcrit du
géne codant pour le canal sodique-voltage dépendant, laissant & penser qu’une transcription

déclenchée par 1’exposition a la lidocaine.
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APPROCHE PAR GENE CANDIDAT

Le canal sodique voltage dépendant est la cible la plus connue de la lidocaine.

Les canaux sodiques voltage-dépendants ou (VGSCs pour Voltage-gated Na* channels) sont
des complexes protéiques membranaires de forme hétéromeres. Ils contiennent des sous-unités
a qui forment le pore et des sous-unités  de plus petite taille. Les VGSCs sont exprimés sont
les cellules excitables comme les neurones et les cellules musculaires ou elles générent un
potentiel d’action. Les VGSCs sont aussi surexprimés dans différents cancers ou ils joueraient
un role dans I’invasion (331-333).

Surexpression des canaux sodiques voltages dépendant dans le cancer du sein

Le canal sodique voltage-dépendant est surexprimé dans différents cancers (333). Dans le
cancer du sein, il est essentiellement surexprimé dans les cancers métastatiques et dans la lignée
triple négative MDA-MB-231 a fort potentiel invasif (334,335). La sous-unit¢ Nayl.5 o
(encodée par le SCN5A) joue ainsi un role dans la croissance et la migration cellulaire.

Des études in vitro et in vivo ont montré que la tétrodotoxine (TTX) (336) et la phénytoine
(337,336,338), deux bloqueurs pharmacologiques des canaux sodiques pouvaient altérer la
croissance et I’invasion des cellules MDA-MB-231. Plus récemment, une étude a montré que
les canaux sodiques avec sous-unité Nay1.5 pouvaient €tre inhibés par la lidocaine (339,340).
De maniére intéressante, I’analyse différentielle de I’expression des génes par RNAseq a révélé
une surexpression du gene SNC5A apres exposition a la lidocaine, renforcant 1’idée que le canal
sodique voltage-dépendant est la cible de la lidocaine dans 1’inhibition de la croissance des
cellules MDA-MB-231.

Nous avons donc voulu savoir par approche par gene candidat si la perte du canal sodique
voltage-dépendant modifiait les effets de la lidocaine sur la croissance cellulaire.

Génération de clones de MDA-MB-231 ne surexprimant plus le canal sodique voltage-
dépendant

Pour réprimer 1’expression du canal sodique, nous avons utilisé la technique de petits ARN en
¢pingle a cheveux (shRNA pour short hairpin RNA) qui sont des ARN adoptant une structure
en tige et boucle pouvant étre utilisé pour réduire 1'expression d'un gene cible via phénomene
d'interférence par ARN.

Pour cela, nous avons généré des shARNSs dirigés contre le transcrit SCNSA. Ceux-ci ont été
préparés a I’aide d’oligos commandés aupres de Sigma et incorporés au vecteur pLKO.1-puro.
La séquence des oligos est la méme que décrite par Nelson et al (335). Le shARN controle

(shCTL) est caractérisé pour ne cibler aucun transcrit et a été préparé a partir d’un oligo
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« scramble » incorporé dans le vecteur pLKO.1-puro. Les séquences des oligos est donnée dans
le tableau 11 en annexe. La partie décrivant le matériel et la méthode employés se trouvent en
annexe.

Expression de canal sodique voltage dépendant

L’expression protéique du canal sodique voltage dépendant a été controlée par western blot.
Ainsi dans la lignée MDA-MB-231 shSCN5A1, I’expression protéique du canal sodique était
réduite de 90,57% par rapport a la lignée shCTL (moyenne de 3 expériences) tandis que la
réduction dans la lignée MDA-MB-231 shSCN5A2 n’était réduite que de 61,57% (ANOVA :
F (2,6) =24,80 ; p=0,0013). Toutefois, on note chez le clone shASCNA1 que si le canal sodique
voltage-dépendant est totalement invalidé sur la 1°™ expérience, son expression apparait lors de
la 2"% expérience (4%) et augmente a la 3°™ expérience (24%) laissant a penser que cette lignée

n’est pas stable.
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Figure 31 Expression protéique du canal sodique voltage-dépendant apres transfection lentivale. Western blot de Navl.5 dans

les cellules MDA-MB-231 shCTL, shSCN5A1 et shSCN5A2 (A) et niveau d’expression protéique par rapport a la lignée shCTL
(B).

Croissance cellulaire

Dans un premier temps, nous avons compar¢ la croissance des cellules exprimant ou non le
canal sodique voltage-dépendant par test de MTT.

Ainsi, la croissance de la lignée MDA-MB-231 shSCNS5A est diminuée de manicre significative

par rapport a la lignée MDA-MB-231 shCTL a J3 de ’ordre de 27,82% (ANOVA : F (2,6)
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=7,097 ; p=0,0262, et test de Dunnett : p<0,05) et de maniére non significative a J4 (-13,68%,
ANOVA F (2,6) =3,653 ; p=0,0917). En revanche, on ne note pas de différence avec la lignée
MDA-MB-231 shSCN5A2.
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Figure 32 Croissance cellulaire des lignées MDA-MB-231 shCTL, shSCNSAI et shSCN5A2 pendant 4 jours. La croissance
cellulaire est mesurée par test de MTT. A J3, la croissance est significativement diminuée pour la lignée shSCN5A1 par rapport
a la lignée contréle ((ANOVA : F (2,6) =7,097 ; p=0,0262, suivie d'un test de Dunnett * : p<0,05), n=3, chaque condition est
réalisée en triplicata.

Viabilité des cellules

Les cellules ont ensuite été¢ exposées a des doses croissantes de lidocaine ou a la condition
contrdle (solvant eau) pendant 24 et 48h a I’issue desquelles un test de viabilité¢ au MTT, décrit
précédemment est réalisé (251).

Lorsque les cellules sont exposées pendant 24h a des doses croissantes de lidocaine ou au
controle, les cellules MDA-MB-231 shCTL semblent plus sensibles que les cellules MDA-MB-
231 shSCNS5AT1 et shASCNSA2. En effet, le test d’ANOVA montre une différence significative
entre les différentes conditions (F (7,24) =11,46 ; p<0,0001) et la diminution au test de Dunnett
entre la condition controle et la concentration de 10 mM significative (-29,05% ; p<0,05) alors
que le test ’ANOVA n’est pas statistiquement significatif pour les cellules shSCNAS51 ((F
(7,24) =2,176 ; p=0,0737) et shASCNAS52 ((F(7,24)=2,266 ; p=0,0639). Toutefois lorsqu’on
compare la variation a la concentration de 10 mM par rapport a la condition contréle (-29,05%
pour le shCTL, -21,37% pour le shASCN5A1 et -17,39% pour le shSCN5A2), il n’y a pas de
différence significative au test d’ANOVA (F (2,9) =0,7844 ; p=0,4853).
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A 48h, les 3 lignées sont sensibles de maniére identique a la lidocaine. Les tests d’ANOVA
sont respectivement de F (7,24) =10,2 ; F (7,24) =21,98 et F (7,24) = 20,59, soit p<0,0001 pour
chaque lignée. Les tests de Dunnett retrouvent des diminutions significatives de la viabilité a
partir de la dose de 6mM pour chaque lignée.

La viabilité des cellules MDA-MB-231 shSCN5A1 et shSCN5A2 exposées a la lidocaine
pendant 24 et 48h est la méme que celles des cellules MDA-MB-231 shCTL.
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Figure 33 Viabilité des cellules MDA-MB-231 selon [’expression du canal sodique voltage-dépendant. Variabilité de
I"absorbance a des concentrations croissantes de lidocaine par rapport a la condition contréle des cellules MDA-MB-231
shCTL (A et D), shSCN5AI (B et E) et shSCN5A2 (C et F) a 24h (A, B et C) et 48h (D, E et F), n=4, chaque point est la

moyenne d’un triplicata.

Test de clonogénicité

Des tests de clonogénicité en boite de pétri ont été réalisés. Les colonies se touchant parfois,
leur décompte par macro sous Fiji a été suivi d’une lecture de 1’absorbance MTT apres

dissolution au DMSO au spectrophotometre.
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Figure 34 Test de clonogénicité des cellules MDA-MB-23 selon I'expression du canal sodique voltage-dépendant. Le nombre
de colonies des lignées shCTL, shSCNSAI et shSCNSA2 sont quantifées par compte direct (4) (ANOVA : F (2,6) =6,177 ;
p=0,0349, suivie d’un test de Dunnett * : p<0,05) et par test au MTT (B) (ANOVA : F (2,6) =0,07723 ; p=0,9266).

Ainsi, si le nombre de colonies semblait diminuer au décompte automatis¢ par la macro de Fiji,
la lecture de I’absorbance du MTT montre que la perte du canal sodique voltage-dépendant ne
n’altére pas la formation de colonies des cellules.

Le test de clonogénicité a ensuite été réalisé avec exposition a des doses croissantes de lidocaine
ou au contrdle pour les 3 lignées cellulaires. Comme cela a été fait pour comparer les 3 lignées,
le décompte et I’absorbance du MTT ont été réalisés. Afin de voir si la perte du canal sodique
voltage-dépendant rendait les cellules insensibles a la lidocaine, ils ont été rapportés a la
condition contrdle pour chaque lignée.

Le nombre de colonies avec la lignée shCTL a diminué avec la lidocaine (ANOVA : F (5,12)
=41,2 ; p<0,0001), I’analyse statistique par test de Dunnett a montré une différence significative
entre 1’exposition au milieu contrdle et la lidocaine & 10 mM (p<0,0001). Par test de MTT,
I’analyse statistique est toujours significative (ANOVA : F (5,12) =87,95 ; p<0,0001), en
revanche, la diminution de 1’absorbance par rapport a la condition contrdle est statistiquement
significative dés la concentration de 1mM, avec diminution de 27,64% (p<0,01).

Le nombre de colonies avec les lignées shSCN5Alet shSCNSA2 a diminué avec la lidocaine
(ANOVA : F (5,12)=97,19 ; p<0,0001 et F (5,12) =49,84 ; p<0,0001 respectivement), ’analyse
statistique par test de Dunnett a montré une différence significative entre 1’exposition au milieu
controle et la lidocaine a 10 mM pour les deux lignées (p<0,0001). Par test de MTT, I’analyse
statistique est toujours significative (ANOVA : F (5,12) =166,2 ; p<0,0001). La diminution de
I’absorbance par rapport a la condition contrdle est statistiquement significative deés la

concentration de 1mM, avec diminution de 1’ordre de 42,92% et 42,37% (p<0,0001).
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Nous avons ainsi montré que la perte du canal sodique-voltage dépendant ne rend pas les

cellules triple-négatives résistantes a la lidocaine pour la formation de colonies.
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Figure 35 Sensibilité a lidocaine des cellules MDA-MB-231 en test de clonogénicité en fonction de [’expression du canal

sodique voltage-dépendant. Test de clonogénicité des lignées MDA-MB-231 shCTL, shSCNAS51 et shSCN5A2 exposées a des
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doses croissantes de lidocaine par rapport a la condition contréle. La variation a été mesurée par décompte automatisé des
colonies (A, C et E) puis par test de MTT (B, D, F). Les tests d'ANOVA, retrouvant tous une différence significative (p<0,0001)
ont été suivi d'un test de Dunnett ou ** : p<0,01 et **** : p<0,0001.

Colonies en soft agar

Des tests de croissance en milieu en soft agar ont été réalisés comme pour la lignée parentale
(251). Dans un premier temps nous avons comparé le nombre de colonies, la taille moyenne
des colonies, le périmétre moyen et 1’index de circularit¢ de 3 lignées générées. Ces 4

caractéristiques €taient similaires pour les 3 lignées générées.
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Figure 36 Croissance indépendante de [’ancrage des cellules MDA-MB-231 en fonction de [’expression du canal sodique
voltage-dépendant. Comparaison du nombre (4), de la taille (B), du périmetre (C) et de l'index de circularité (D) des colonies

générées en soft agar pour les cellules MDA-MB-231 shCTL, shSCN5A1 et shSCN5A2.

Nous avons ensuite réalisé des cultures en soft agar avec incorporation de la lidocaine dans le
milieu.

Le nombre de colonies était diminué sous lidocaine, pour la lignée shCTL (ANOVA : F (4,15)
=83,48 ; p<0,0001), la lignée shASCN5A1 (ANOVA : F (4,15)=11,19 ; p=0,0002) et shASCNAS52
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(ANOVA : F (4,15) =8,028 ; p=0,0011). Les tests de Dunnett montraient une différence
significative a partir de 0,1mM pour la lignée shCTL (-25,81%) et ssISCNASAT (-48,55%) et
a partir de ImM pour la lignée shSCN5A2 (-98,20%), la dispersion étant grande a la
concentration de 0,1mM pour cette lignée (-36,6% +/-19,9%).
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Figure 37 Sensibilité a lidocaine des cellules MDA-MB-231 en test de soft agar en fonction de [’expression du canal sodique
voltage-dépendant en termes de nombre de colonies. Variabilité du nombre de colonies des lignées cellulaires MDA-MB-231

shCTL (A4), shSCN5AI (B) et shSCN5A2 (C) exposées a des doses croissantes de lidocaine par rapport a la condition contrile.
La lidocaine diminue également la taille des colonies pour les 3 lignées : ShCTL (ANOVA : F
(4,15) =24,76 ; p<0,0001), pour la lignée shSCNASA1 (ANOVA : F (4,15) =8,093 ; p=0,0011)
et SaISCNA2 (ANOVA : F (4,15) =7,476 ; p=0,0016) avec une différence significative au test

de Dunnett a la concentration de ImM.
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Figure 38 Sensibilité a lidocaine des cellules MDA-MB-231 en test de soft agar en fonction de |’expression du canal sodique
voltage-dépendant en termes de taille de colonies. Variabilité de la taille des colonies des lignées cellulaires MDA-MB-231
shCTL (4), shSCN5A1 (B) et shSCN5A42 (C) soumises a des concentrations croissantes de lidocaine par rapport a la condition
controle.

Le périmetre des colonies est également diminué de facon dose-dépendante, en revanche le test
d’ANOVA n’est significatif que pour la lignée shCTL (ANOVA : F (4,15) =7,360 ; p=0,0017),
versus pour la lignée shSCNASA1 (ANOVA : F (4,15) =1,857 ; p=0,1706) et shSCNA2
(ANOVA : F (4,15) =1,639 ; p=0,2162). Ceci est di a la grande dispersion des résultats. I1
existe une différence significative au test de Dunnett a la concentration de 1mM pour la lignée

controle.
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Figure 39 Sensibilité a lidocaine des cellules MDA-MB-231 en test de soft agar en fonction de [’expression du canal sodique
voltage-dépendant en termes de périmetre des colonies. Variabilité du périmetre des colonies des lignées cellulaires MDA-
MB-231 shCTL (A), shSCN5A1 (B) et shSCN5A2 (C) soumises a des concentrations croissantes de lidocaine par rapport a la

condition controle.

L’index de circularité des colonies est ¢galement altéré de facon dose-dépendante, les tests
d’ANOVA montrent des différences significatives pour la lignée shCTL (ANOVA : F (4,15)
=24.76 ; p<0,0001), pour la lignée sShASCNASA1 (ANOVA : F (4,15) =8,093 ; p=0,0011) et
shSCNA2 (ANOVA : F (4,15) =7,476 ; p=0,0016). Ceci est dii a la grande dispersion des
résultats. Il existe une différence significative au test de Dunnett a la concentration de 1mM

pour la lignée controle.
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Figure 40 Sensibilité a lidocaine des cellules MDA-MB-231 en test de soft agar en fonction de [’expression du canal sodique
voltage-dépendant en termes d’index de circularité. Variabilité de la circularité des colonies des lignées cellulaires MDA-MB-
231 shCTL (A), shSCN5A1 (B) et shSCN5A2 (C) soumises a des concentrations croissantes de lidocaine par rapport a la

condition controle.

Approche par géne candidat : conclusion

Par nos tests de viabilit¢ en MTT et de clonogénicité en milieu 2D et 3D en soft agar, nous
n’avons pas trouvé de différences entre les lignées shCTL, shSCN5A1 et shSCNSA2 exposées
a des doses croissantes de lidocaine méme si la croissance des cellules semble diminuer lorsque
le canal sodique voltage dépendant n’est plus exprimé. Le canal sodique voltage-dépendant

n’est pas la cible de la lidocaine dans les processus de viabilité, croissance dépendante ou non
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a D’ancrage. Ces résultats sont toutefois a tempérer par le fait que I’on a retrouvé une
réexpression minime du canal sodique voltage-dépendant dans nos cellules MDA-MB-231.
Nos tests de clonogénicité en 2D et 3D se faisant sur plusieurs jours et I’analyse du RNAseq
montrant une augmentation du transcrit du géne SCNS5A apres exposition a la lidocaine, il n’est
pas exclu que le canal soit ré-exprimé dans nos clones.

Il serait intéressant d’étudier le lien entre la lidocaine et les canaux sodiques voltage dépendants
dans la migration et I’invasion des cellules cancéreuses. En effet, une étude a récemment montré
une diminution de la migration des cellules MDA-MB-231 traitées par de faibles doses de

lidocaine (162).
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Discussion et perspectives
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Nous avons montré que la lidocaine possédait des propriétés antitumorales in vitro et in vivo,
les mécanismes pouvant expliquer ces résultats sont multiples.

Notre étude a tout d’abord montré que la lidocaine avait un effet inhibiteur direct sur deux
mécanismes cancéreux : la prolifération et la migration cellulaires. Nous avons choisi de
comparer 3 lignées cellulaires mammaires malignes a une lignée bénigne. Ces lignées
présentent différentes caractéristiques des cancers du sein (ER+ ou ER-, HER2+) qui
déterminent des sous-types dont le pronostic est différent. Les résultats semblent montrer que
la lidocaine a un effet inhibiteur quel que soit les caractéristiques de ces lignées. Nous avons
montré que, in vitro, la migration cellulaire de deux de ces lignées malignes notamment une
lignée a fort potentiel invasif, les cellules MDA-MB-231, était inhibée par rapport a la lignée
controle. D’autres études ont trouvé des résultats comparables. En effet, nos résultats
concernant la prolifération cellulaire sont superposables a ceux de Chang ef al. qui avaient
comparé les effets de la lidocaine entre des cellules MCF-10A et MCF-7 (323), de Jiang et al.
qui avaient également étudié la viabilité des cellules MDA-MB-231 a 24h a des doses de
lidocaine au-dessus de 1mM (289) et ont été confirmés par une études postérieure de Li et al.
sur cellules MDA-MB-231 et MCF-7 (341). Toutes ces ¢tudes ont montré qu’il fallait des
concentrations >1mM de lidocaine pour altérer la viabilité des cellules tumorales. Pour rappel,
Piegeler ef al. retrouvaient également un effet inhibiteur de la lidocaine sur la prolifération et
la migration de cellules de cancer du poumon (156), mais a des concentrations plus faibles de
I’ordre de 0,1mM pour la prolifération et 0,001mM pour la migration. Un effet sur la viabilité
a ces concentrations sur les lignées de cellules de cancer du sein n’était obtenu qu’en synergie
avec le cisplatine (309,342). En ce qui concerne la migration des cellules, la concentration
utilisée dans notre étude était de 0,1mM comme dans 1’étude postérieure de d’ Agostino et al.
¢tudiant la migration des cellules MDA-MB-231 par test de blessure (Wound Healing Assay)
et en temps réel par test chimiotactique (162). En revanche, a cette méme concentration, Li et
al. ne retrouvait pas d’effet inhibiteur de la lidocaine sur la migration de cellules MDA-MB-
231 et MCF-7 par tests de blessure (341), toutefois la formule de lidocaine utilisée dans cet
article n’était pas précisée.

Etant donné que la lignée MDA-MB-231, triple-négative, était la plus sensible a la lidocaine,
nous nous sommes focalisés sur cette lignée pour I’étude in vivo puis mécanistique. Les
concentrations minimales a laquelle nous abservions une inhibition de la migration ou de la
croissance indépendante de I’ancrage étaient de 0,1mM in vitro. Appliquées en clinique, elles
correspondraient & des doses toxiques systémiques chez les patientes. En effet, les cas de

cardiotoxicité ont été observés pour des concentrations plasmatiques de 21 pg/mL (228) soit

154



environ 0,089mM (Lidocaine PM=234,33). Par ailleurs, les concentrations plasmatiques
rencontrées en clinique en cas d’utilisation de lidocaine IV sont de ’ordre de 1,4 & 6 pg/mL,
soit maximum 0,0256 mM. En revanche, la concentration de 0,lmM peut tout a fait étre atteinte
en cas d’instillation directe au niveau du site opératoire. En effet, I’injection directe de lidocaine
a la concentration de 15mg/mL peut étre comparable a une exposition expérimentale de 64 mM.
Il était donc important d’avoir un modeéle préclinique démontrant I’effet antitumoral de la
lidocaine pour une preuve de concept. La lidocaine ayant donc également montré un effet dans
notre modéle murin, il fallait mettre en évidence les mécanismes d’action de la lidocaine. Nous
avons choisi une concentration de lidocaine suffisante pour avoir des effets sur la croissance a
long terme et indépendante de 1’ancrage mais a un temps ne compromettant pas la viabilité. A
notre connaissance, cette étude est la premiére qui étudie a la fois la modulation du
transcriptome et du métabolome par la lidocaine. Disposer de données transcriptomiques était
une étape importante car plusieurs études ont montré une déméthylation de I’ADN dans les
cellules de cancer du sein par la lidocaine (309,343,344). Nos résultats ne sont pas similaires
aux quelques données présentes dans la littérature. Mais nos données transcriptomiques vont
dans le méme sens que celles de métabolomique, a savoir un effet sur les membranes lipidiques
et sur la voie Akt/mTOR. Les analyses par Western Blot confirment I’effet inhibiteur sur la
voie Akt/mTOR et également une augmentation de I’apoptose par 1’activation de la voie des
caspases. De méme, 1’analyse par FACS montre bien une modification de la composition
lipidique des membranes cellulaires par la lidocaine et cette voie mérite d’étre explorée de
manigére plus approfondie.

Nos données de métabolomique confortent I’idée que la lidocaine ait un effet sur le
métabolisme cellulaire. Jose ef al. avaient ainsi montré que ’effet antiprolifératif des AL
(ropivacaine et 1évobupivacaine) était corrélé au profil métabolique des cellules cancéreuses,
celles ayant un métabolisme mitochondrial moins ¢élevé et utilisant préférentiellement la
glycolyse pour la production d’ ATP étant plus sensibles. Cette équipe suggérait que cette action
passait par I’inhibition de la phosphorylation oxydative par blocage de la chaine respiratoire et
déplétion du contenu mitochondrial (157). Dans nos expériences de viabilité mesurant I’activité
mitochondriale (complexe II pour le MTT et complexe V pour le Cell Titer Glo), nous mettons
en évidence de maniére indirecte un découplage mitochondrial des cellules MDA-MB-231 par
la lidocaine. Enfin la mise en évidence de la modulation de différents métabolites dans les
cellules exposées a la lidocaine confirme la perturbation du métabolisme des cellules

cancéreuses par cet AL.

155



Nous n’avons pas pu confirmer de fagon formelle une dérégulation de 1’expression protéique
des geénes dont la transcription était modulée par la lidocaine mais la diffusion dans GEO des
données de notre RNA-seq permettra a d’autres chercheurs d’explorer les différentes voies
modulées par la lidocaine car a notre connaissance ce travail transcriptomique est le premier
impliquant lidocaine et cellules cancéreuses du sein. Les explorations lipidomiques que nous
avons pu réaliser ont montré une modification de la composition lipidiques de la membrane
cellulaire de la lignée MDA-MB-231. Ce travail sera a poursuivre étant donné les données de
la littérature concernant les interactions des radeaux lipidiques avec les anesthésiques locaux

et ’implication des radeaux lipidiques dans les processus tumoraux (345,346).

La principale cible pharmacologique de la lidocaine est le canal sodique-voltage dépendant.
Etant impliqué dans les processus pro tumoraux et étant surexprimé dans les cellules MDA-
MB-231 (334,338,347), il était important de voir si ce canal était bien la cible de la lidocaine
dans ’inhibition de la viabilité et croissance, d’autant plus que des travaux récents ont confirmé
qu’il était possible de bloquer les variants aNaV1.5 et nNaV1.5 (présents dans les cellules
cancéreuses) de ce canal par la lidocaine ou la 1évobupivacaine (339). Le silencing de ce canal
n’a pas entrainé une perte de sensibilité des cellules a la lidocaine démontrant ainsi que ce canal
n’est pas impliqué dans les effets antiprolifératifs de la lidocaine. Il serait en revanche
intéressant d’étudier les effets de la lidocaine sur ce canal dans I’inhibition de la migration. En
effet, dans deux revues de la littérature, Brackenbury et Mao et al. rappelaient que les cellules
cancéreuses a fort potentiel migratoire et invasif surexprimaient un variant embryonnaire ou
néonatal de la sous-unité a des canaux sodiques voltage-dépendants et que le blocage de ces
canaux par un inhibiteur comme la tétrodotoxine diminuait les propriétés métastatiques de
certains cancers, notamment mammaires (334,347-349). Yoon et al. avaient quant a eux mis
en évidence un effet inhibiteur de la lidocaine sur la mobilité cellulaire de cellules MCF-10A
et MDA-MB-436 (350). Ce phénomene serait lié¢ a I’inhibition des protrusions membranaires a
tubuline appelés microtentacules et I’altération du cytosquelette par les AL. D’ Agostino et al.
ont aussi confirmé I’inhibition de la migration des cellules MDA-MB-231 par la lidocaine par
interférence avec le récepteur aux chimiokines CXCR4 et ainsi perturbation du remodelage de
I’actine (162). Ainsi I’hypothése d’une implication du canal sodique voltage-dépendent reste

une voie d’exploration intéressante dans les processus de migration et d’invasion.

Ces résultats expérimentaux et la revue de la littérature qui les a précédé (161) nous font

envisager un intérét antitumoral de la lidocaine en période périopératoire pour chirurgie
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carcinologique du sein que ¢a soit en intraveineux ou en infiltration du site opératoire. C’est
pourquoi les résultats des études prospectives randomisées référencées dans le tableau 1 sont
trés attendus. Mais les données actuelles de la recherche fondamentale et clinique autour des
effets potentiels de 1’anesthésie dans la progression tumorale vont dans le sens d’un
renforcement du role de I’anesthésiste-réanimateur dans la période périopératoire. En France,
I’arrété du 16 février 2018 modifiant l'arrété du 29 juin 1992 concernant les disciplines
médicales du Conseil national des universités a étendu 1’anesthésiologie-réanimation a la «
médecine périopératoire ». Le développement de cette recherche ouvre la voie vers une
surspécialité en onco-anesthésie avec pour objectif principal I’amélioration de la survie dans
récidive apres chirurgie carcinologique. Si les effets directs des anesthésiques locaux restent a
prouver en clinique, leur utilisation en période périopératoire participe a la réhabilitation
améliorée apres chirurgie. Appliquée a I’oncologie, cette amélioration des pratiques participe a
I’introduction rapide de la chimiothérapie apres exérese tumorale. Ce concept appelé RIOT
pour Return to intended oncologic treatment (351,352) semble étre I’avenir de la prise en charge

périopératoire des patients atteints d’une tumeur solide.
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Matériels et méthodes
Culture cellulaire

Les lignées cellulaires

Il existe de nombreuses lignées cellulaires du cancer du sein. Nous avons choisi 3 lignées
reflétant largement les caractéristiques des cellules cancéreuses in vivo (MCF-7, MDA-MB-
231, SKBr3) (353) et une lignée issue de tissu mammaire non-tumoral (MCF-10A).

Les lignées MCF-7, MDA-MB-231, SKBr3 et MCF-10A ont été fournies par le service de
culture cellulaire de I’Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC)
a Illkirch-Graffenstaden, France.

La lignée MCF-10A (Michigan Cancer Foundation) est issue de cellules épithéliales
immortalisées, non-transformées, dérivées de tissus mammaires fibrokystiques humains (354).
La lignée MCF-7 (Michigan Cancer Foundation) provient de 1’effusion pleurale d'un
adénocarcinome mammaire humain chez une patiente de 69 ans qui avait subi une mastectomie
totale. Elle est caractérisée par la présence de récepteurs aux estrogenes (cellule ER +) (355).
La lignée SKBr3 (Sloan-Kettering HER2 3+ Breast Cancer), isolée en 1970, est ¢galement issue
de I’effusion pleurale d'un adénocarcinome mammaire humain d’une patiente de 43 ans (356),
elle est caractérisée par la surexpression de Her-2/neu et a un locus ERBB2 amplifié. La
surexpression de Her-2/neu in vivo est associée a une régulation négative d’ER et une cassure
des jonctions intercellulaires.

La lignée MIDA-MB-231 (M.D. Anderson - metastatic breast) est également issue de I’effusion
pleurale d'un adénocarcinome mammaire humain d’une patiente de 51 ans (357), elle est
caractérisée par I’absence de récepteurs aux estrogenes (cellule ER-).

Milieux de culture cellulaire

Les cellules sont cultivées dans un milieu de culture qui leur est propre, généralement de type
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's medium) contenant des ions, des acides aminés
notamment de la L-glutamine, des vitamines, ainsi que du glucose, et du NaHCO3 nécessaires
a leur prolifération ou de type RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) contenant une
grande quantité de phosphate. Du sérum de veau feetal (SVF) fournit les facteurs de croissance
et les cytokines indispensables a la prolifération des cellules. Le pH est contrdlé par le tampon
bicarbonate (CO2 + H>0O 159<-> H,CO3 159<-> H" + CO3") avec le maintien du taux de CO>
de I’atmosphére de culture a 5%. Du rouge de phénol est incorporé dans le milieu DMEM et

sert d’indicateur de pH : rouge a pH physiologique (pH 7,4), il devient jaune en cas d’acidose
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et rose violacé en cas d’alcalose. L’osmolarit¢ du DMEM est comprise entre 271 et 287
mOsm/kg.
Chaque lignée cellulaire a un milieu de culture qui lui est propre, en présence :

- de DMEM, de 10% de SVF et de 40 pg/ml de gentamycine pour les cellules MCF-7

- de RPMI, de 10% de SVF, d’insuline et de 40 pg/ml de gentamycine pour les cellules
MDA-MB-231

- de DMEM contenant 1g/L de glucose, 10% de SVF et de 40 pg/ml de gentamycine pour
les cellules SKBr3

- de DMEM/HAM-F12 (3:1), 10% FCS 407, 20 pg/mL d’adénine, 5 pg/mL de
transferrine, 1,5 ng/mL de triiodothyronine, d’insuline et de gentamycine pour les

cellules MCF)10A.

PBS : Phosphate-Buffered Saline

Le milieu PBS sans calcium Ca?*, ni magnésium Mg?* (Cambrex, USA) est une solution saline
qui permet de laver les cellules de leur milieu de culture afin d’éliminer le reste de SVF capable
d’inhiber la trypsine. Il est composé de sels inorganiques : 0,2 g/L. de KCl, 0,2 g/L de KH2POs,
8g/L de NaCl, 2,16 g/L de (NaHPO4 + 7 H>0).

Le pH de cette solution est compris entre 7,2 et 7,6 et son osmolarité entre 257 et 302 mOsm/kg.
Trypsine

Cette solution au 1:250 (Cambrex, USA) permet de mettre en suspension les cellules
adhérentes, par protéolyse des protéines d’adhésion cellulaire a la matrice extracellulaire. Sa
composition est : 0,5g/L de Trypsine d’origine animale, 1ug/L de Glucose, 0,4 g/L de KClI,
8g/L de NaCl, 0,58g/L. de NaHCO:s.

Supports utilisés en culture cellulaire

Les cellules sont ensemencées dans des flacons stériles de culture de 250 mL (T75), dont la
surface, en polystyréne, est traitée physiquement pour permettre 1’adhésion cellulaire. Ces
flacons posseédent un bouchon qui est 1égérement desserré afin d’assurer les échanges gazeux.
Protocoles utilisés en culture cellulaire

Les cellules sont cultivées dans un incubateur a 37°C, sous atmosphere a 5% de CO», dans des

flacons stériles de culture cellulaire contenant 15 mL de leur milieu de culture.
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a) Entretien et passage des cellules

Afin d’assurer le renouvellement des nutriments apportés aux cellules et maintenir leur activité
de croissance, on effectue un « passage » de celles-ci lorsqu’elles sont confluentes.

La trypsination consiste a dissocier les cellules les unes des autres et a les décoller de leur
support de culture, a I’aide d’une enzyme, la trypsine. Cette protéase va rompre les adhérences
entre les cellules et leur support mettant ainsi les cellules en suspension. Le SVF inhibant
’activité enzymatique de la trypsine, il faut avant trypsination aspirer le milieu de culture du
flacon et rincer la boite avec du PBS ou du milieu de culture frais sans SVF. 10mL de trypsine-
EDTA sont ensuite versés dans le flacon de culture et permettent de recouvrir tout le tapis
cellulaire. Le temps d’attente, dans un incubateur a 37°C, pour que toutes les cellules soient
mises en suspension varie en fonction de la lignée cellulaire. Les cellules sont ensuite
transvasées dans une solution de culture normale contenant du SVF, la dilution finale varie en
fonction de la vitesse de croissance de chaque lignée cellulaire.

b) Cryogénisation et décryogénisation des cellules en culture

Les lignées cellulaires sont stockées sous forme cryogénisées : les cellules sont trypsinées puis
récupérées dans du milieu de culture normal et comptées. Le surnageant est éliminé par
centrifugation (5 min a 700 x g) et remplacé par le milieu de cryopréservation (10% de diméthyl
sulfoxyde (DMSO), 30% de SVF et 60% de milieu de culture normal). Les suspensions
cellulaires sont ensuite aliquotées dans des cryotubes. Leur congélation est lente (d'abord au
congélateur -80°C puis dans l'azote liquide a -196°C) afin d’éviter la formation de cristaux.
La décryogénisation des cellules doit étre rapide : le cryotube a décongeler est placé dans un
bain-marie chauffé a 37°C. La suspension cellulaire est ensuite transférée dans un flacon
contenant du milieu de culture.

c) Comptage des cellules

Le comptage est réalisé¢ au microscope, a I'aide d'un hématimetre (lame de comptage) : la cellule
de Neubauer (Poly Labo Paul Block & Cie, France) dont le quadrillage permet d’évaluer la
concentration cellulaire.

AIRE =1 mm x Imm = 1 mm? et Volume = 1 mm?x 0,1 mm = 0,1 mm?=1 x 10*mL

Ainsi : concentration cellulaire = nombre de cellules comptées x 10 000

Evaluation de la viabilité et prolifération cellulaire

Test colorimétrique au MTT
Le test colorimétrique au MTT est une technique quantitative qui a été ¢laboré par Mosmann

en 1983 (258). Il permet d’évaluer la viabilité et la prolifération cellulaires. Il est bas¢ sur la
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transformation par les cellules du sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) en cristaux bleus de formazan par la succinate déshydrogénase
au sein de leurs mitochondries. Apres la solubilisation des cristaux par DMSO, la coloration
ainsi formée est mesurée en spectrophotométrie a une longueur d’onde de 595 nm. On observe
ainsi le possible effet sur la viabilité et la prolifération des cellules exposées ou non a un
anesthésique local.

Les cellules de la lignée MDA-MB)231 sont ensemencées en plaques 96 puits a la densité de
1500 cellules par puits dans leur milieu de culture approprié. La lidocaine (Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, MO) est incorporée au milieu de culture appropri¢ avec SVF au bout de 24 heures
aux concentrations finales croissantes. Une condition controle avec le méme volume de solvant
seul.

Pour chaque condition étudié¢e, du MTT (Smg/mL) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO) est
ajouté dans chaque puits pour une concentration finale de 0,05 mg/mL au bout du temps
d’exposition voulu. Aprés 1h d’incubation a 37°C en atmosphére humide, le milieu est aspiré
et les cristaux de formazan sont dissous dans du DMSO et transvasés dans une plaque 96 puits
MICROTEST. L’absorbance est mesurée a 550 nm, par un lecteur de plaques ELx808
Absorbance Microplate Reader (BioTek instruments) avec le logiciel Gen5 Data Analysis
Software 1. 06. Chaque condition est réalisée en triplicata et la manipulation est reproduite 3
fois de mani¢re indépendante.

Test de viabilité Cell Titer Glo ®

Le test Cell Titer-Glo® (Promega, Madison, WI, USA) est un réactif permettant de déterminer
la viabilit¢ cellulaire grace a la quantification de I'ATP cellulaire témoin de l'activité
métabolique (358). La lyse des cellules permet de libérer 'ATP qui est ensuite exploité pour
une réaction luciférine/luciférase. Le signal luminescent généré est corrélé a la viabilité
cellulaire.

Les cellules de la lignée MDA-MB-231 sont ensemencées en plaques 96 puits opaques a la
lumicre a la densité de 1500 cellules par puits dans leur milieu de culture approprié. La lidocaine
(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO) est incorporée au milieu de culture approprié avec SVF au
bout de 24 heures aux concentrations finales croissantes pour un volume final de 100 pl. Une
condition contrdle avec le méme volume de solvant seul. Un puits avec du milieu seul est
¢galement prévu pour le faire le blanc. Une fois le temps d’exposition atteint, le réactif Cell
Titer-Glo est ajouté au puits au volume de 100 pL afin de lyser les cellules. La plaque est mise

sur |’agitateur pendant 2 min puis incubée a température ambiante pendant 10 min a I’issue
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desquelles la luminescence est lue. Chaque condition est réalisée en triplicata et la manipulation
est reproduite 3 fois de maniere indépendante.

Test de viabilité au cristal violet

Le test de cytotoxicité des cellules au cristal violet (CV) est I'une des méthodes couramment
utilisées pour détecter la viabilité cellulaire ou la cytotoxicité des médicaments.

Le cristal violet est un colorant triarylméthane qui peut se lier & des molécules de type ribose
telles que I'ADN dans les noyaux. Normalement, les cellules adhérentes mortes se détacheront
des plaques de culture cellulaire et seront retirées de la population des cellules viables pendant
les étapes de lavage. La coloration CV peut étre utilisée pour quantifier 'ADN total de la
population restante et ainsi déterminer la viabilité cellulaire. La coloration CV est directement
proportionnelle a la biomasse cellulaire et peut étre mesurée a 570 nm.

Les cellules de la lignée MDA-MB-231 sont ensemencées en plaques 96 puits avec 1500
cellules par puits dans leur milieu de culture approprié. La lidocaine (Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, MO) est incorporée au milieu de culture approprié avec SVF au bout de 24 heures aux
concentrations finales croissantes pour un volume pour un volume final de 100 uL. Une
condition controle avec le méme volume de solvant seul.

Une fois le temps d’exposition atteint, le milieu est aspiré et le puits est lavé 2 fois au PBS. Les
cellules qui ont adhéré sont ensuite fixées a 1'éthanol absolu pendant 10 minutes et colorées au
cristal violet a 0,1%. Apres un nouveau lavage a I’eau puis séchage pendant 24h, on ajoute 100
pL SDS 1% (dodécylsulfate de sodium) pour dissoudre le cristal violet et on met a agiter
pendant 20 minutes. L'absorbance est mesurée a 570 nm par un lecteur de plaques avec le
logiciel Gen5 Data Analysis Software 1.06. Chaque condition est réalisée en triplicata et la
manipulation est reproduite 3 fois de maniére indépendante.

Test de clonogénicité

Le test de clonogénicité mesure la capacité des cellules a proliférer et a former des clones, aprés
forte dilution dans du milieu de culture. Ce test a été employé sur des cellules exposées la
lidocaine ou a I’excipient seul. Seules les cellules ayant survécu au traitement gardent la
capacité a former des clones en culture.

Aprées avoir poussé dans des T75, les cellules sont décollées, comptées et réensemencées dans
des boites 6 puits a la concentration de 200 cellules dans 2 mL de milieu complet et de lidocaine
a doses croissante (de 0,001lmM a 10 mM) ou au controle. Les boites de culture sont incubées
pendant 7 jours afin de permettre le développement des clones. Les colonies sont ensuite

exposées au MTT pendant 30 minutes, les boites sont photographiées pour compter les colonies
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a l’aide d’une macro Fiji puis le MTT est dissous au DMSO et l’intensité¢ lue au
spectrophotometre dans des plaques 96 puits. Le test est réalisé de manicre indépendante 3 fois,
chaque condition est réalisée en triple.

Test de soft agar

Le test de soft agar est un test clonogénique qui mesure la capacité de croissance indépendante
de I’ancrage, c’est-a-dire la propriété des cellules tumorales a pousser dans un milieu semi-
solide et donc sans adhérer a une surface. Nous avons modifi¢ le protocole décrit dans la
littérature (285) afin d’incorporer de la lidocaine dans le milieu.

La lidocaine est incorporée a du milieu de culture cellulaire avec SVF + de I’UltraPure Low
Melting Point Agarose a une concentration finale de 0.6%. 800ul de ce mélange est coulé dans
une boite de Pétri 35mm et est laissé a température ambiante pour se solidifier. Un mélange de
de 5000 cellules dans du milieu de culture + de 1’UltraPure Low Melting Point Agarose a une
concentration finale de 0.3% +/- lidocaine est ensuite coulé dans la boite qui est mise a incuber
pendant 19 jours a I’issue desquels du MTT a la concentration finale de 1mg/mL colore les

colonies qui sont ensuite photographiées et comptée par le logiciel Fiji.

Test d'adhésion cellulaire

Pour le test d'adhésion cellulaire, 30000 cellules dans 200 uL de milieu + lidocaine sont
incorporés dans un puits sur plaque 96 puits et on met a incuber a 37°C pendant 1h30. Le milieu
est ensuite aspiré et le puits est lavé 2 fois au PBS. Les cellules qui ont adhéré sont ensuite
fixées a I'éthanol absolu pendant 10 minutes et colorées au cristal violet a 0,1%. Apres un
nouveau lavage a I’eau puis séchage pendant 24h, on ajoute 100 pL. SDS 1% (dodécylsulfate
de sodium) pour dissoudre le cristal violet et on met a agiter pendant 20 minutes. L'absorbance
est mesurée a 600 nm par un lecteur de plaques avec le logiciel Gen5 Data Analysis Software
1.06. Chaque condition est réalisée en triplicata et la manipulation est reproduite 3 fois de

maniére indépendante.
Evaluation du profil métabolomique par analyse RMN HRMAS

Préparation des échantillons

Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées dans des flacons stériles de culture de 750 mL,
dont la surface de 175 cm?, en polystyréne, est traitée physiquement pour permettre 1’adhésion
cellulaire pour amplification. Lorsque les cellules arrivaient a confluence, elles étaient décollées
de la flasque de culture par exposition a la trypsine diluée puis comptées par compteur
automatisé¢ de cellules haute performance Countess II FL pour étre réensemencées dans de
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nouveaux flacons stériles de 175 cm? (107 cellules dans 20 mL de milieu) et remises dans
I’incubateur pendant 24h.

A J+1, le milieu est aspiré et changé pour du milieu avec lidocaine, pour une concentration
finale de 0,5mM ou I’équivalent en volume d’eau comme contrdle (n=4 dans le groupe controle
et n=5 dans le groupe lidocaine). Cette concentration a été choisie car elle ne semble pas
compromettre la viabilité des cellules d’apres les tests de MTT, CV et Cell Titer Glo. Apres 4h
d’incubation a 37°C en atmospheére humide, le milieu est aspiré, la flasque est lavée au PBS
puis les cellules sont décollées par exposition a 5 mL de trypsine diluée pendant 3 min
d’incubation a 37°C en atmosphére humide. La réaction est ensuite stoppée par ajout de 5 mL
de milieu avec sérum et la solution est aspirée pour étre centrifugée pendant 5 minutes a la
vitesse de 1200 tours par minute. Le surnageant est ensuite aspiré et jeté. Le culot cellulaire est
ensuite homogénéisé et 20uL de ce culot sont prélevés et transférés dans un insert. Cet insert
est déposé dans un tube d’archivage pour centrifugation manuelle rapide afin de chasser les
bulles d’air puis le tube est déposé dans de 1’azote liquide pour congélation rapide et stocké
dans un congélateur a -80°C avant transfert sur carboglace au plateau technique de RMN ou il
est stocké dans un congélateur a -20°C apres ajout de Sul de D2O pour analyse en RMN.
Equipement et conditions expérimentales

Dans le cadre de ce travail de recherche, 1’analyse métabolomique par RMN HRMAS a été
réalisée a 1’aide d’un spectrometre Bruker Avance III a 500 MHz. Ce spectrometre est installé
depuis 2008 dans le service d’anatomie pathologique de I’Hopital Universitaire de Hautepierre
a Strasbourg. Cet équipement est fourni avec une sonde de 4 mm a triple résonance (13C, 1H,
31P) avec un canal deutérium (2H) utilisé comme signal de verrouillage «lock» nécessaire pour
compenser la dérive du champ magnétique principal. Le spectrometre est équipé d’une unité de
refroidissement (Bruker Cooling Unit ; BCU) nécessaire pour limiter la dégradation de
I’échantillon biologique lors de 1’analyse. De plus, un flux d’air asséché permet de maintenir la
température de 1’échantillon constante. Lors de I’enregistrement du signal RMN, la vitesse de
rotation de 1’échantillon est fixée a 3502 Hz de maniére & maintenir les bandes de rotation en

dehors de la fenétre spectrale RMN.

Séquences d’'impulsions utilisées

Séquences RMIN 1D

Les séquences RMN les plus utilisées en vue d’une analyse systématique et quantitative des

métabolites sont les séquences d’acquisition 1D 1H dites « one-pulse ». Les spectres obtenus

reflétent la composition des métabolites et leur abondance relative dans 1’échantillon. La forte
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teneur en eau, caractéristique des systémes biologiques, représente une source de difficulté dans
I’étude du métabolome par techniques RMN. En effet, alors que les métabolites sont en
concentrations micro-molaires, I’eau dans les tissus est présente a une concentration supérieure
a 10 moles par litre. Réduire le signal de 1’eau est donc équivalent a une augmentation de la
sensibilité de détection des métabolites. Dans les expériences RMN HRMAS, la technique de
pré saturation est utilisée pour I’¢limination du signal de I’eau. La plus simple des techniques
de pré saturation est la suppression. Cette séquence permet d’obtenir une saturation efficace de
la résonance de 1’eau.

La séquence d’impulsion CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) a été appliquée a I’ensemble de
nos échantillons. Cette séquence permet une acquisition sélective des métabolites de faible
poids moléculaire dotés d’une forte mobilité générant des signaux fins. La séquence CPMG est
largement utilisée en RMN HRMAS pour établir les profils métaboliques tissulaires. Toutefois,
elle a I'inconvénient de ne pas étre strictement quantitative. Le délai t entre les impulsions a
180° a été synchronisé avec la rotation de 1'échantillon et fixé a285 us (t=1/0=1/3502 =
285 ps) afin d'éviter les pertes de signal dues a des inhomogénéités du champ de radio fréquence
B1 (359,360). Il est ainsi possible d’utiliser ce délai inter-impulsion et de le faire varier en
fonction des signaux larges a éliminer, la séquence CPMG devient alors un outil intéressant
comme filtre macromoléculaire. Plus le délai est long et plus le filtre est puissant pour éliminer
les signaux des molécules les plus grosses. Le nombre d’impulsions a 180° est fixé a 328
donnant a la séquence d'impulsions CPMG une durée totale (TE, Time Echo) de 93 ms. Cette
valeur de 1 choisie ainsi que le nombre des boucles (328), convient aux types d’échantillons
analysés dans ce mémoire. Pour chaque expérience CPMG, les parametres suivants ont été
utilisés : largeur de balayage, 14,2 ppm; nombre de points: 32k; délai de relaxation: 2 s; temps
d’acquisition: 2,3 s. Un total de 1024 FID (free induction decay) est acquis correspondant a un
temps d'acquisition pour chaque spectre de 1h 16 min. Les déplacements chimiques des spectres
sont référencés par rapport a celui du lactate dont le déplacement chimique est a 1,33 ppm.
Séquence RMN 2D

Les acquisitions RMN a deux dimensions (361) ont été utilisées pour faciliter I’attribution de
signaux de métabolites difficilement identifiés sur les spectres 1D, dans la plupart des cas en
raison des phénomeénes de recouvrement. Les séquences d’impulsions 2D utilisées en HRMAS
sont les mémes que celles réalisées en RMN du liquide. Dans le cadre de ce mémoire, on a
utilisé une séquence 2D de corrélations hétéronucléaires (1H-13C) HSQC (Heteronuclear

Single Quantum Coherence) développée au début des années 1980. La séquence HSQC 1H-
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13C permet la détection des corrélations entre 13C et 1H par I’utilisation du mécanisme de
transfert par simple ou multi quanta. Cette séquence d’impulsions utilise des gradients pulsés
afin de sélectionner les cohérences et d’améliorer la sensibilité de la technique. On obtient donc
un spectre bidimensionnel dont les axes correspondent aux signaux RMN du proton et du 13C.
Chaque tache représentée dans la cartographie 2D HSQC correspond au couplage scalaire entre
13C et 1H. L’attribution des métabolites sur la cartographie 2D est faite a partir des valeurs de
déplacement chimique (ppm) publié¢es dans la littérature (362,363). Dans notre protocole, les
spectres hétéronucléaires HSQC ont été réalisés pour un temps total d’acquisition de 15 h 22
min avec les caractéristiques suivantes: durée d’acquisition: 0,073s (1H) / 0,006s (13C); 136
scans; fenétre spectrale: 7002 Hz (1H) / 20833 Hz (13C) et durée de relaxation: 1,5 s.
Prétraitement des spectres

Avant d’effectuer 1’identification des métabolites et leur quantification il est nécessaire de
procéder a un traitement préalable des spectres 1D. Les différentes étapes comportent :

- le prétraitement : incluant une correction de phase, une correction de la ligne de base et une
correction du décalage de la fréquence par rapport au signal du groupement méthyle du lactate
(1,33 ppm)

- la normalisation : dans le cadre de cette thése, la normalisation des spectres a été effectuée en
ramenant la masse de I’échantillon pesé a une masse de référence fixée a lkg

- la calibration : elle est effectuée par rapport a une référence externe. Nous avons utilisé une
solution avec une concentration connue de lactate (19,3 nmol) qui a ét¢ analysée dans les mémes
conditions utilisées pour 1’analyse des échantillons biologiques. Le logiciel MatLab R2010
(MathWorks®, France) a été employé dans les étapes de normalisation et calibration des
spectres.

Analyse du réseau

L’ Algorithme ADEMA (Algorithm to Determine Expected Metabolite Level Alteration Using
Mutual Informations) a été utilisé¢ pour 1’évaluation quantitative des métabolites (364). Cette
méthode permet 1’analyse des variations d’un groupe de métabolites dans le groupe de cellules
exposées a la lidocaine versus le groupe contrdle, au lieu d’analyser les métabolites un a un en
les intégrant de la topologie du réseau métabolique qui a été construit d’apreés I’Encyclopédie

des génes et génomes de Kyoto (365) et les travaux de Salway (366).
Extraction d’ARN

1 million de cellules MDA-MB-231 sont ensemencées dans des boites de Pétri p100. Apres

24h, elles sont traitées par lidocaine a la concentration de ImM ou par le solvant eau dans du
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milieu de culture approprié + SVF. Apres 24h d’exposition, ’ARN est extrait par kit RNA
isolation NucleoSpin ® de Macherey-Nagel selon le protocole du fabricant. L’ ARN est ensuite
dosé par Nanodrop et conservé sous forme d’aliquot de 1500 pg/20 pL a -80°C avant d’étre
confié a la plateforme Biopuce et séquencage de I'IGBMC.

Western blot

Extraction protéique

200000 cellules MDA-MB-231 sont ensemencées dans des boites 6 puits la veille puis elles
sont exposées a des doses croissantes de lidocaine ou au contrdle. 24 h apres, les cellules sont
lavées 2 fois avec du TBS et grattées dans du bleu SDSXS5 (75 pL) puis lysées par sonication
(2 x 15 minutes a 25% d’amplitude). L’échantillon est dénaturé par chauffage a 95°C pendant
3 min puis déposé sur un gel SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis).

Migration en gel SDS-PAGE

15 pL d’échantillon sont déposés sur gel de polyacrylamide SDS-PAGE se composant de deux
parties : un gel de concentration (4,8 % acrylamide / bisacrylamide 40/1 ; 0,375 M Tris.HCI
pH 6.8 ;0,1 % SDS ; 0,005 % APS ; TEMED) permettant de concentrer 1I’échantillon protéique,
et un gel de séparation des protéines (10% acrylamide/ bisacrylamide 40/1 ; 0,375 M Tris.HCI1
pH 8.8 ; 0,1 % SDS ; 0,005 % APS ; TEMED). Apres dépot, 1’électrophorése s’effectue dans
un tampon Tris/SDS/Glycine (0,02 M Tris.Base ; 0,2 M glycine ; 0,1% SDS) durant 1,5 heure
a 100V.

Immunoblot

Apres électrophorese, les protéines séparées dans le gel SDS sont électrotransférées (80minutes
a 100V) sur une membrane de nitrocellulose (Schleicher et Schuell) dans du tampon de transfert
(0,02 M Tris.Base : 0,1 M glycine ; 20% éthanol). L’efficacité de transfert est vérifiée par une
coloration de I’ensemble des protéines présentes sur la membrane au Rouge Ponceau (0.1% de
Ponceau S dans 5% acide acétique) (Sigma Chimie). La saturation des sites libres de la
membrane est réalisée par une incubation d’une heure a température ambiante dans une solution
de TBS-Tween 0,1% contenant 5% de BSA. La membrane est mise en présence de I’anticorps
primaire dans du TBS-Tween 0,1% a + 4°C sous agitation pendant une nuit. Aprés 2 lavages
de 10 min dans du TBS-Tween 0,1%, la membrane est mise en présence de l’anticorps

secondaire couplé a la peroxydase pendant lh a température ambiante. Les complexes
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anticorps/protéine sont visualisés par un systtme de chimioluminescence par ECL®
(Amerscham Pharmacia Biotech). Le contrdle de charge est réalisé par exposition a I’anticorps
anti-HSP90.

Liste d’anticorps

Les anticorps anti-Phospho-Src (Tyr527), Src, caspase 3 clivée, ERK et phospho-ERK
(Thr202/Tyr204), AKT, phospho-AKT, mTOR et phospho-mTOR, Phospho-FAK et HSP90
proviennent de Cell Signaling, Danvers, MA, USA. L’anticorps anti-flotilline provient de chez
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA

Les anticorps secondaires proviennent de Jackson ImmunoResearch (West Grove PA, USA).
Cytométrie de flux

FITC annexine V

300000 cellules sont ensemencées dans des flasques T25 la veille puis exposées a des doses
croissantes de lidocaine ou au contréle eau pendant 24h. Elles sont ensuite décollées a la
trypsine, lavée 2 fois au PBS froid et resuspendues dans la solution tampon fournie dans le kit
FITC Annexin V de BD Pharmingen™. 100 puL de la solution est ensuite transféré dans un tube
a essai de 5 mL auquel SuL. de FITC Annexine V et 5 pl d’iodure propidium (IP) sont ajoutés.
Apres vortex, le tube est incubé 15 min a température ambiante. 400 pl de la solution tampon
est ensuite ajoutée et les cellules sont analysées par cytométrie de flux.

Dosage du cholestérol et de la sphingomyéline membranaires par FACS

300000 cellules sont ensemencées dans des flasques T75 la veille puis exposées a des doses
croissantes de lidocaine ou au contréle eau pendant 24h. Elles sont ensuite décollées a la
trypsine et resuspendue dans le PBS pour étre centrifugées Smin a 1000 rpm. Le surnageant est
ensuite jeté et les cellules sont resuspendues dans 550 puLL de PBS. 250uL de cette solution sont
incubées avec 250 uL. de PBS + BSA 1% + D4-GFP a 1 :100 ou Lysénine-GFP a 1 :100) a
37°C dans I’obscurité pendant 30 minutes. Les cellules sont ensuite fixées par I’ajout de PFA
4% pendant 10 minutes puis centrifugées p5 minutes a 1500 rpm, le surnageant est jeté et les

cellules sont resuspendues dans 500 uLL de PBS et analysées par cytométrie de flux.
Génération de clones de MDA-MB-231 ne surexprimant plus le canal sodique voltage-
dépendant

Cellules HEK293T

Les cellules HEK293T sont des cellules transformées de rein feetal humain(367). Elles sont

adhérentes avec une morphologie épithéliale d’origine rénale et expriment I’antigéne SV40 T.

169



Elles sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté de 10% de sérum de veau foetal (FBS),
2 mM de glutamine, 0,01 mM de tampon HEPES et 100 pg/mL de pénicilline/streptomycine.
Le changement de milieu sera fait tous les 2-3 jours. Elles sont utilisées pour la production de
lentivirus.

Production lentivirale

Les cellules HEK293T sont ensemencées la veille de fagon a obtenir une confluence de 90% le
jour de la transfection. Pour chaque Pétri de 100 mm, les mélanges d’ADN appropriés sont
préparés : 1,24 ng de vecteurs de production lentiviraux plpl, 0,63 pg de plp2 et 0,63 pg de
plp3 et 2,52 pg du vecteur d’expression contenant la construction avec le shRNA adéquat
auquel 50,4 pL de milieu OptiMEM (Invitrogen, Burlington, Canada) sans FBS est ajouté. Cette
préparation est ensuite mélangée a 176,4 pL de milieu OptiMEM (Invitrogen, Burlington,
Canada) sans FBS et 15 puL. d’Xtrem gene9 (Roche, Mannheim, Allemagne) et incubée a
température ambiante pendant 20 minutes.

Les shARNSs dirigés contre le transcrit SCN5SA ont été préparés a I’aide d’oligos commandés
aupres de Sigma et incorporés au vecteur pLKO.1-puro. Le shARN contrdle (shCTL) est
caractérisé pour ne cibler aucun transcrit et a été préparé a partir d’un oligo « scramble »
incorporé dans le vecteur pLKO.1-puro. Les séquences des oligos est donnée dans le tableau

1.

NOM DE L’OLIGO SEQUENCE (5'-3")
1180/LVSHSCNSA-1F  CCGGGCTGGACTTTAGTGTGATTATCTCGAGATAATCACACTAAAGTCCAGCTTTTT
G

1181/LVSHSCNSA- AATTCAAAAAGCTGGACTTTAGTGTGATTATCTCGAGATAATCACACTAAAGTCCA

IR GC

1182/LVSHSCNSA-2F  CCGGGCCATCATCGTGTTCATCTTTCTCGAGAAAGATGAACACGATGATGGCTTTT
TG

1183/LVSHSCNSA- AATTCAAAAAGCCATCATCGTGTTCATCTTTCTCGAGAAAGATGAACACGATGATG

2R GC

SHSCR#1 CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTT
TG

Tableau 11 Séquences des nucléotides incorporés au vecteur pLKO. I-puro pour interférence d’ARN.

Les préparations d’ADN/agent de transfection sont ensuite ajoutées goutte a goutte aux boites
de Pétri de 100 mm et incubées durant 48 heures. Le milicu de culture, contenant les virus en
suspension, est recueilli 2 jours plus tard a 1’aide d’une seringue de 10 mL, puis filtré avec un

filtre 0,45 um. Les virus sont conservés dans des aliquots de ImL a -80°C.
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Infection lentivirale

Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées la veille dans des T25 a une confluence de 70-
75% afin d’obtenir des cellules en phase exponentielle de croissance le jour de I’infection. Le
lendemain, les virus sont décongelés rapidement a 37°C et sont incorporé¢ dans 3 mL de milieu
de culture et du polybréne (Sigma Aldrich,) pour obtenir une concentration finale de 8 pg/mL.
Le milieu des cellules a infecter est alors retiré et la solution de virus est ajoutée sur la paroi du
puits. Une incubation d’une heure a 37°C est alors menée avant de rajouter une solution de
milieu de culture adéquat supplémenté de polybréne a 4 ug/mL. Les cellules sont trypsinisées
48 heures apres I’infection et repiquées dans des T75. La sélection est amorcée avec la
puromycine a une concentration finale de 0,5 pg/mL. Cette sélection se fait de 7 a 10 jours pour

atteindre au moins 60-70% de confluence avant I’extraction des protéines.

Analyses statistiques

Les données des tests sont exprimées en ratio par rapport au groupe contrdle + écart-type.

La comparaison des valeurs d’intérét utilisait un test d’ANOVA suivi d’un test post-hoc de
Dunnett par rapport a la condition controle.

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism® 6.0 (La

Jolla, Californie, USA).
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Rapport d’analyse du RNAseq

Project Report 518164
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Project: S18164

This report presents an overview of quality controls performed on samples from S18164 project. For each
sample, a detailed report is also given in a separate pdf file (sample_report_*.pdf).
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1. General information about the project
Application: RNA-seq

Library preparation: Library prep for Stranded mRNA-seq/standard quantity. With this protocol,
reads originate from to the first cDNA strand. There are therefore in the reverse strand compared
to the transcribed one

Sequencing type: Single-Read
Read length: 50

2. Number of sequenced reads

Table 1 provides the number of sequenced reads per sample. Our platform provides a minimum of
250 x L million reads for a whole project, where L is the number lanes. For this project L = 1.0, hence
our platform provides a minimum of 250 million of reads for your project. These reads correspond to all
sequenced reads without reads corresponding to adapter dimers (see sample reports for more information).

Table 1: Number of sequenced reads for each sample. The “Total reads” column represents the number
of reads for a sample without reads corresponding to adapter dimers. Values for which a quality threshold
has been set up by the platform are colored. The last “Total reads” cell is colored in green if the number
of total reads is equal or above 250 million, otherwise it is colored in red.

Sample ID Sample name Total reads || Sample ID Sample name Total reads

TGCX2.S1 | CTL2 38,753,678 || TGCX3.S1 | CTL.3 50,424,827

TGCX4.S1 | CTL 4 48,216,975 || TGCX6_S1 | LIDO_2 58,413,587

TGCX7.S1 | LIDO-3 42,377,204 || TGCX8_S1 | LIDO_4 46,526,338
Total reads 284M

3. Base quality

Table 2 shows the percentage of read positions with a base quality score over 30!. Our platform guaranteed
at least 85% of the bases with a quality score higher than 30.

' Base quality score = —10 logyq Pe where P is the error probability in base calling, e.g. a quality score of 30 corresponds
to an error probability of 1%o.

This report was generated automatically
revision number: 2.1 1 / 2 AugUSt 10, 2018
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Table 2: Percentage of read positions with a base quality score over 30. Values for which a quality
threshold has been set up by our platform are colored. If the base qualities are above 30 for 85% of the
read positions, then corresponding cell is colored in green, otherwise it is colored in red.

Sample ID Sample name % of bases Sample ID Sample name % of bases
above Q30 above Q30
TGCX2.81 | CTL-2 96.89 || TGCX3.S1 | CTL.3 96.92
TGCX4.S1 | CTL 4 96.88 || TGCX6-S1 | LIDO_2 96.81
TGCX7-S1 | LIDO_3 96.89 || TGCX8-S1 | LIDO_4 96.94

4. Available sequence files

One fastq file is available per sample. The encoding of quality values is Sanger / Illumina 1.9 format.
The total size and the size of each file is given in Table 3.

Table 3: Size of the project’s files in megabyte (Mb), except if otherwise specified.

File Size (Mb) File Size (Mb)
TGCX2_S1.fastq.gz 1,215 || TGCX3_S1.fastq.gz 1,570
TGCX4_S1 fastq.gz 1,507 || TGCX6-S1.fastq.gz 1,820
TGCXT7_S1.fastq.gz 1,328 || TGCXB8_S1.fastq.gz 1,448

Total size 8.68Gb

You can use MD5 strings to check the integrity of your files after the download. They are pro-
vided in the file md5.txt. To get more information about MD5 usage, please go to our dedicated wiki
section: http://genomeast.igbmc.fr/wiki/doku.php?id=help:md5.

5. Files for GEO submission

We provide a pre-filled form of the GEO (Gene Expression Omnibus) database submission spreadsheet
(GEOSubmissionForm#*.x1s). To submit your data to GEO you should follow the instructions described
in the following webpage : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/seq.html.

This report was generated automatically
revision number: 2.1 2/2 August 10, 2018
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Analysis of S18164 RNA sequencing data

Celine Keime

1 Data analysed in this report

Table 1 gives the total number of sequenced reads in each sample (50 bp reads).

Table 1: Number of sequenced reads in each sample.

Sample ID  Sample name  Number of reads

TGCX2 CTL2 38,753,678
TGCX3 CTL3 50,424,827
TGCX4 CTLA4 48,216,975
TGCX6 LIDO_2 58,413,587
TGCX7 LIDO_3 42,377,204
TGCX8 LIDO_4 46,526,838

Table 2 lists all samples analysed in this report, together with their associated experimental conditions.

Table 2: Samples analysed in this report and their experimental conditions.

Sample ID  Sample name  Condition

TGCX2 CTL2 CTL
TGCX3 CTL3 CTL
TGCX4 CTL-4 CTL
TGCX6 LIDO-2 LidocainelmM
TGCX7 LIDO_3 LidocainelmM
TGCX8 LIDO_4 LidocainelmM

2 Preprocessing

Reads were preprocessed in order to remove adapter and low-quality sequences (Phred quality score below
20). After this preprocessing, reads shorter than 40 bases were discarded for further analysis. These
preprocessing steps were performed using cutadapt [1] version 1.10. Reads were mapped to rRNA sequences
using bowtie [2] version 2.2.8, and reads mapping to rRNA sequences were removed for further analysis.
Reads were mapped to spike sequences using bowtie [2] version 2.2.8, and reads mapping to spike sequences
were removed for further analysis.

Table 3 on the following page provides the proportion of remaining reads after each preprocessing step.

Table 4 on the next page provides the number of different! and unique! reads in each sample after the
preprocessing step.

'For a given sample, the set of unique reads contains reads found only once in this sample and the set of differ-
ent reads contains all distinct reads, whatever their occurrence number. For instance, for the following set of reads
{A,B,C,C,D, E,F,F,F,G}, the set of unique reads is { A, B, D, E, G} and the set of different reads is {A, B,C, D, E, F, G}.
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Table 3: Summary of preprocessing results. “Filtered out” column provides the number of reads
shorter than 40 bases discarded after adapter and low-quality sequences (Phred quality score below 20)
removal. “rRNA” column provides the number of reads mapping to rRNA sequences. “Spike” column provides
the number of reads mapping to spike-in sequences. “Remaining” columns provides the number of reads
after all preprocessing steps. All percentages were calculated relative to the total number of sequenced
reads in each sample.

Sample ID  Sample name  Filtered out % rRNA % Spike %  Remaining %
TGCX2 CTL2 39,649 0.10 718,638 1.85 114524 0.30 37,880,867 97.75
TGCX3 CTL3 58,791 0.12 670,811 1.33 126,204 0.25 49,569,021 98.30
TGCX4 CTL4 54,403 0.11 695,472 144 133,655 0.28 47,333,445 98.17
TGCX6 LIDO-2 67,342 0.12 821,217 1.41 230,682 0.39 57,294,346 98.08
TGCX7 LIDO-3 53,486 0.13 539,541 1.27 95,269 0.22 41,688,908 98.38
TGCX8 LIDO 4 52,738 0.11 758,131 1.63 112,527 0.24 45,603,442 98.02
Table 4: Number of different and unique reads in each sample. : “Input” column provides the number
of reads after preprocessing. All percentages were calculated relative to this number of reads.
Sample ID  Sample name Input Different % Unique %
TGCX2 CTL2 37,880,867 13,572,501 35.83 8,725,952  23.04
TGCX3 CTL3 49,569,021 16,627,902 33.55 10,580,721 21.34
TGCX4 CTL 4 47,333,445 16,906,933 35.72 10,985,555 23.21
TGCX6 LIDO-2 57,294,346 16,480,573 28.77 9,184,126  16.03
TGCX7 LIDO3 41,688,908 15,302,414 36.71 10,019,179 24.03
TGCX8 LIDO 4 45,603,442 16,380,574 35.92 10,614,413 23.27
3 Mapping

Reads were mapped onto the hg38 assembly of Homo sapiens genome using STAR [3] version 2.5.3a.
Table 5 provides a summary of mapping results.

Table 5: Summary of mapping results. “Unmapped” column represents the number of reads not mapped
onto the genome. “Multi-mapped” column represents reads mapped at several locations on the genome
and “Uniquely mapped” column reads that were mapped only once on the genome. All percentages were
calculated relative to the number of input reads (i.e. reads kept after preprocessing).

Sample ID  Sample name  Unmapped %  Multi-mapped %  Uniquely mapped %
TGCX2 CTL2 248,013  0.65 5,255,009 13.87 32,377,845 85.47
TGCX3 CTL3 330,014 0.67 6,514,834 13.14 42,724,173  86.19
TGCX4 CTL 4 370,335 0.78 6,018,602 12.72 40,944,508  86.50
TGCX6 LIDO2 400,114 0.70 7,188,450 12.55 49,705,782 86.76
TGCX7 LIDO3 293,184 0.70 5,137,801 12.32 36,257,923  86.97
TGCX8 LIDO_4 334,486 0.73 5,672,706 12.44 39,596,250  86.83

Figure 1 on the next page represents read coverage over genes in all samples (coverage was computed
for each gene percentile using geneBodyCoverage from RSeQC [4] version 2.6.4).

4 Quantification

Gene expression quantification was performed from uniquely aligned reads using htseg-count [5] version
0.6.1p1, with annotations from Ensembl version 91 and “union” mode?. Table 6 on page 4 provides a
summary of quantification results. Only non-ambiguously assigned reads have been retained for further
analyses.

2http://htseq.readthedocs.io/en/master/count.html
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Figure 1: Read coverage over genes in all samples. This plot represents the normalized coverage (y-
axis) at all percentiles of gene length (x-axis). Genes with mRNA length below 100bp were skipped from
this analysis. In the legend, samples are ordered according to their Pearson’s skewness coefficient (samples
with more skewness are displayed at the begining of the legend).
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Table 6: Summary of quantification results. “Unassigned” column represents the number of reads
aligned to a genomic region corresponding to no annotated gene. “Ambiguously assigned” column repre-
sents the number of reads aligned to a genomic region corresponding to more than one annotated gene
and “Assigned” column to one annotated gene. All percentages were calculated relative to all uniquely
mapped reads.

Sample ID  Sample name  Unassigned %  Ambiguously assigned % Assigned %
TGCX2 CTL2 1,815,477 5.61 827,271 256 29,735,097 91.84
TGCX3 CTL3 2,725,130 6.38 1,060,233 2.48 38,938,810 91.14
TGCX4 CTL-4 2,879,976 7.03 991,966 2.42 37,072,566 90.54
TGCX6 LIDO2 3,235,685 6.51 1,207,119 2.43 45,262,978 91.06
TGCX7 LIDO_3 2,467,163 6.80 866,606 2.39 32,924,154 90.81
TGCX8 LIDO_4 2,539,099 6.41 974,369 2.46 36,082,782 91.13

5 Data exploration

Figure 2 on the next page provides an heatmap of sample-to-sample distances. The Simple Error Ratio
Estimate (SERE) [6] coefficient that quantifies global RNA-seq sample differences has been used. A SERE
coefficient of 0 indicates data duplication, a score of 1 corresponds to faithful replication (samples differ
exactly as would be expected due to Poisson variation). If RNA-Seq samples are truly different, this
coefficient is greater than 1 (overdispersion), and the more the coefficient is high, the more the samples
are different.

Figure 3 on page 6 represents represents the first principal components of a Principal Component
Analysis, showing the main sources of variance in the data.

6 Differential gene expression analysis

Comparison between treated and control samples was performed using the Wald test for differential ex-
pression proposed by Love et al. [7] and implemented in the Bioconductor package DESeq2 version 1.16.1.

Genes with high Cook'’s distance were filtered out. Cook's distance is a measure of how much a single
sample is influencing the fitted coefficients for a gene, and a large value of Cook'’s distance is intended to
indicate an outlier count. These genes have no p-value in the resulting file.

Independent filtering based on the mean of normalized counts was performed in order to filter out those
genes that have no or little chance of showing significance evidence of differential expression (without
looking at their statistic). Indeed, genes with very low counts in all samples are not likely to be significantly
differentially expressed. This independent filtering results in increased detection power. P-values were
adjusted for multiple testing using the Benjamini and Hochberg method [8]. Genes filtered out in the
independent filtering step have no adjusted p-value in the resulting file.

Figure 4 on page 7 represents the results of this comparison and Table 7 provides the number of
significantly differentially expressed genes.

Table 7: Number of significantly differentially expressed genes. These genes were selected using the
thresholds: adjusted p-value lower than 0.05 and absolute value of log2 Fold-Change greater than 0.5.

Name of the Number of Number of Number of significantly
comparison over-expressed under-expressed differentially expressed
(A vs B) genes (A>B) genes (A<B) genes
LidocainelmM vs CTL 94 17 111
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Figure 2: Heatmap of sample-to-sample distances. Sample-to-sample distances correspond to SERE [6]
coefficient. Hierarchical clustering was performed using the Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean (UPGMA) algorithm.
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Analysis was computed on regularized logarithm transformed data calculated with the method proposed
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Figure 4. LidocainelmM vs CTL comparison. Scatter-plot comparing the mean normalized counts for
each condition. A pseudocount of 1 was added to all values in order to represent genes that are not
expressed in one condition. Significant genes were selected using the following thresholds: adjusted p-value
lower than 0.05 and absolute value of log2 Fold-Change greater than 0.5.
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7 Files delivered

7.1 Alignment files

For each sample, an alignment file in BAM format and the corresponding index (BAI format) are available.

The BAM files can be opened using a genome browser, for example Integrative Genomics Viewer 3.

7.2 Result file

A TSV (tab-separated values) file provides raw read counts and normalized read counts for each gene
together with gene annotations and the p-value, adjusted p-value and log2 fold-change for each performed
comparison. This file contains only genes with at least one read count in one sample. It can be opened

with a spreadsheet software like Excel or Calc. The “," character is used as decimal separator in numeric
columns. This file contains the following columns:

Ensembl Gene ID Ensembl identifier of the gene, corresponding to Ensembl release 91.
Raw read counts Number of reads that have been assigned to the gene.

Normalized read counts Number of reads that have been assigned to the gene, normalized to make these
counts comparable between samples.

Normalized read counts divided by median of transcripts length in kb Number of reads that have
been assigned to the gene, normalized between samples and divided by transcript length in kb (cal-
culated as the median of the length of all transcripts corresponding to this gene). These expression
estimates can be compared across genes and samples.

Median of transcripts length Median of the length of all transcripts corresponding to this gene (in bp).
Gene name Common gene name.

Description Description of the gene.

Chromosome name Name of the chromosome where the gene is located.

Start gene position Start coordinate of the gene.

End gene position End coordinate of the gene.

Gene biotype Biotype of the gene as defined in Ensembl*.

GO:biological process Biological process Gene Ontology terms associated with this gene. A biological
process term describes a series of events accomplished by one or more organized assemblies of
molecular functions.

GO:molecular function Molecular function Gene Ontology terms associated with this gene. A molecular
function term describes activities that occur at the molecular level.

GO:cellular component Cellular component Gene Ontology terms associated with this gene. A cellular
component term describes a location, relative to cellular compartments and structures, occupied by
a macromolecular machine when it carries out a molecular function.

log2 FC Log2 of the expression fold change estimated, reflecting differential expression between the two
compared conditions.

p-value P-value of the statistical test.

Adjusted p-value P-value of the statistical test, adjusted for multiple testing.

3IGV is freely available on http://software.broadinstitute.org/software/igyv
“https://www.ensembl.org/Help/Faq?id=468
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8

Version information

8.1 Version of used tools

Table 8 provides the tools used in GenomEast RNA-seq pipeline version 1.1.2 (used to perform the analyses
described in the report) and their corresponding version.

Table 8: Tools used for the analyses presented in this report.

Tool Release  Description

bowtie2  2.2.8 To align reads onto a set of reference sequences.

cutadapt  1.10 To trim low quality bases and adapter sequences
from the reads and to remove too-short reads after
trimming.

FastQC 0.11.5 To perform quality controls on the reads.

HTSeq 0.6.1p1  To compute the number of reads in annotated tran-
scribed regions.

R 332 To perform statistical analysis, graphics and to gen-
erate this report.

RSeqQC  2.6.4 To perform quality controls on the alignments.

samtools  1.3.1 To manipulate SAM/BAM files.

STAR 2.5.3a To perform spliced alignment of reads onto a refer-
ence genome.

8.2 Version of used R packages

#i#
#i#
#i#
#i#
#i#
#i#
#i#
#i#
#i#
#i#
#i#
##
##
##
#i#
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

R version 3.3.2 (2016-10-31)
Platform: x86_64-pc-linux-gnu (64-bit)

Running under: Scientific Linux release 6.7 (Carbon)
locale:
[1] LC_CTYPE=fr_FR.UTF-8 LC_NUMERIC=C
[3] LC_TIME=fr_FR.UTF-8 LC_COLLATE=fr_FR.UTF-8
[6] LC_MONETARY=fr_FR.UTF-8 LC_MESSAGES=fr_FR.UTF-8
[7] LC_PAPER=fr_FR.UTF-8 LC_NAME=C
[9] LC_ADDRESS=C LC_TELEPHONE=C
[11] LC_MEASUREMENT=fr_FR.UTF-8 LC_IDENTIFICATION=C
attached base packages:
[1] parallel stats4 methods  grid stats graphics grDevices
[8] utils datasets base
other attached packages:
[1] DESeq2_1.16.1 SummarizedExperiment_1.4.0
[3] Biobase_2.34.0 GenomicRanges_1.26.4
[56] GenomeInfoDb_1.10.3 IRanges_2.8.2
[7] S4Vectors_0.12.2 BiocGenerics_0.22.0
[9] ggrepel_0.6.5 gegfortify_0.4.1
[11] pheatmap_1.0.8 reshape2_1.4.2
[13] VennDiagram_1.6.18 futile.logger_1.4.1
[156] knitr_1.12.3 xtable_1.8-2
[17] cowplot_0.8.0 ggplot2_2.2.1
loaded via a namespace (and not attached):
[1] locfit_1.5-9.1 Rcpp_0.12.13 lattice_0.20-34
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## [4] tidyr_0.6.1 assertthat_0.1 digest_0.6.12

## [7] R6_2.2.0 plyr_1.8.4 futile.options_1.0.0
## [10] backports_1.0.5 acepack_1.4.1 RSQLite_1.1-2

## [13] evaluate_0.10 zlibbioc_1.20.0 lazyeval_0.2.0

## [16] annotate_1.50.0 data.table_1.10.4 rpart_4.1-10

## [19] Matrix_1.2-7.1 checkmate_1.8.2 labeling_0.3

## [22] splines_3.3.2 BiocParallel_1.6.6  geneplotter_1.50.0
## [25] stringr_1.2.0 foreign_0.8-67 htmlwidgets_0.5

## [28] RCurl_1.95-4.8 munsell_0.4.3 base64enc_0.1-3

## [31] htmltools_0.3 nnet_7.3-12 tibble_1.2

## [34] gridExtra_2.2.1 htmlTable_1.9 Hmisc_4.0-3

## [37] XML_3.98-1.6 dplyr_0.5.0 bitops_1.0-6

## [40] gtable_0.2.0 DBI_0.6-1 magrittr_1.5

## [43] formatR_1.4 scales_0.4.1 stringi_1.1.2

## [46] XVector_0.14.1 genefilter_1.58.1 latticeExtra_0.6-28
## [49] Formula_1.2-1 lambda.r_1.1.7 RColorBrewer_1.1-2
## [52] tools_3.3.2 survival_2.40-1 AnnotationDbi_1.38.0
## [65] colorspace_1.3-2 cluster_2.0.6 memoise_1.1.0
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Résumé

Des études cliniques rétrospectives ont suggéré un effet protecteur de 1’anesthésie locorégionale
contre les récidives apres chirurgie carcinologique, donnant une nouvelle dimension a la prise
en charge de la douleur périopératoire. Des études prospectives sont en cours pour conforter
ces résultats. Le premier objectif de ce travail était de montrer les effets antitumoraux directs
de la lidocaine, un anesthésique local couramment utilisé en pratique clinique. L’impact de la
lidocaine a été mesur¢ in vitro sur la viabilité, la prolifération et la migration de plusieurs lignées
humaines de cellules de cancer du sein, ainsi qu’in vivo sur la progression métastatique
péritonéale de cellules triple négatives. Le second objectif était de déterminer par quels
mécanismes moléculaires la lidocaine exercait cette action antitumorale. Des approches
globales par analyses transcriptomiques et métabolomiques ont mis en exergue de nouvelles
hypothéses mécanistiques, en particulier relatives a des modifications de la composition
lipidique des membranes cellulaires. Enfin une approche par géne candidat a suggéré un mode

d’action de la lidocaine indépendant du canal sodique voltage-dépendant.

Retrospective clinical studies have suggested a protective effect of regional anesthesia against
recurrences after cancer surgery, bringing the management of perioperative pain to a new level.
Prospective studies are underway to support these results. The first objective of this work was
to show the direct antitumor effect of lidocaine, a local anesthetic commonly used in clinical
practice. The impact of lidocaine was measured in vitro on viability, proliferation and migration
of several human breast cancer cell lines, as well as in vivo on the metastatic peritoneal
progression of triple negative cells. The second objective was to determine by which molecular
mechanisms lidocaine exerts this antitumor action. Global approaches by transcriptomic and
metabolomic analyses have highlighted new mechanistic hypotheses, notably in relation to the
lipid composition of cell membrane. Finally, a candidate gene approach suggested that the mode

of action of lidocaine is independent of the voltage-gated sodium channel.
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