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Résumé

Notre objectif était d’analyser 1’implication potentielle des voies associées aux
récepteurs de chimiokines CXCR2 et CXCR4 dans le cancer colorectal métastatique au foie.
Les niveaux d’expression de CXCR2, CXCR4 et de leurs chimiokines étaient évalués dans les
métastases hépatiques de cancers colorectaux dans le but d’étudier leurs corrélations avec la
survie globale et la survie sans récidive de patients ayant recu, ou non, une chimiothérapie

néoadjuvante.

Des analyses d’expression pour RT-PCR quantitative et immunohistochimie étaient réalisées
en utilisant des prélevements humains de métastases hépatiques de cancers colorectaux. Les
niveaux d’expression de CXCR2, CXCR4 et de leurs ligands étaient statistiquement analysés
en fonction des traitements par chimiothérapie néoadjuvante administrés ou non, et en
fonction du suivi des patients. Des modeles murins de xénogreffes sous-cutanées et
orthotopiques intracaecales ont ét¢ mis au point et utilisés pour étudier I’expression de

CXCR2, CXCR4 et CXCL7 en relation avec le traitement des souris par chimiothérapie.

Nous avons montré que la surexpression de CXCR2 et CXCL7 était corrélée a de plus courtes
survies globales et sans récidive de nos patients. En analyse multivariée, 1’expression de
CXCR2 et de CXCL7 étaient des facteurs indépendants de survie globale et sans récidive. La
chimiothérapie néoadjuvante augmentait significativement ’expression de CXCR2, et de
CXCL7 de fagon proche de la significativité. Les résultats de nos modéles murins ont montré
une tendance a la surexpression de nos geénes d’intéréts dans les tissus tumoraux des souris

traités.

En conclusion, ces résultats suggerent I’implication de la voie de signalisation
CXCL7/CXCR2 comme facteur prédictif de mauvais pronostic dans le cancer colorectal
métastatique. Les chimiothérapies a base de 5 Fluoro-uracile augmentent I’expression de ces
genes dans les métastases hépatiques, fournissant une explication sur I’agressivité des tumeurs
métastatiques en échappement thérapeutique. Un blocage sélectif de 1’axe CXCR2/CXL7

pourrait fournir de nouvelles opportunités thérapeutiques.



Summary

Our aim was to analyze the potential role of chemokine receptors CXCR2 and CXCR4
signalling pathways in liver metastatic colorectal cancer (CRC) relapse. Expression levels of
CXCR2, CXCR4, and their chemokine ligands were evaluated in liver metastases of
colorectal cancer in order to study their correlation with overall and disease-free survival of

patients having received, or not received, a neoadjuvant chemotherapy regimen.

Quantitative RT-PCR and CXCR2 immunohistochemical staining were carried out using
human CRC liver metastasis samples. Expression levels of CXCR2, CXCR4, and their
ligands were statistically analyzed according to treatment with neoadjuvant chemotherapy and
patients' outcome. Murine models of subcutaneous and orthotopic intracaecal xenografts have
been developed and used to study the expression of CXCR2, CXCR4 and CXCL7 in

connection with the treatment of mice with chemotherapy.

We showed that CXCR2 and CXCL7 overexpression are correlated to patient’s shorter
overall and disease-free survival. By multivariate analysis, CXCR2 and CXCL7 expressions
are independent factors of overall and disease-free survival. Neoadjuvant chemotherapy
increases significantly the expression of CXCR2 and CXCL7 was overexpressed close to
significance. Results of our mouse models have shown a trend over-expression of our interest

genes in tumor tissues of the treated mice.

In conclusion, we show the involvement of CXCL7/CXCR2 signalling pathways as a
predictive factor of poor outcome in metastatic CRC. 5-Fluorouracil-based chemotherapy
regimens increase the expression of these genes in liver metastasis, providing one explanation
for aggressiveness of relapsed drug-resistant tumors. Selective blockage of CXCR2/CXCL7

signalling pathways could provide new potential therapeutic opportunities.
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I Situation du probléme

Ce travail s’attache a étudier les localisations secondaires (métastases) hépatiques des
adénocarcinomes du colon ou du rectum. Les autres formes de cancers primitifs du colon ou

du rectum (lymphome, tumeurs endocrines digestives...) ne seront pas traitées.

A/ Généralités épidémiologiques sur le cancer colo-rectal :

Le cancer colique et rectal (CCR) en France est fréquent avec environ 33000
nouveaux cas par an. C’est un vrai probleme de santé publique puisque la survie globale a 5
ans est de 63%, tous stades confondus, dans les pays occidentaux (1). La survie globale a 5
ans chute a 15% pour les patients atteints d’un cancer colo-rectal de stade IV. Cette maladie
est la seconde cause de déces par cancer avec plus d’un demi-million de décés par an a travers

le monde (2).

Les métastases hépatiques sont la forme la plus commune de dissémination secondaire
et surviennent chez prés de 50% des patients métastatiques. Le développement de métastases
(principalement hépatiques, mais bien souvent aussi pulmonaires ou péritonéales) est fréquent
puisque environ 30% des patients suivis pour CCR présenteront des métastases hépatiques
dans les 5 ans qui suivent le diagnostic (3). Les données publiées récemment montrent que les
patients, apreés hépatectomie pour métastases de cancer colo-rectal ont un taux de survie a 5

ans de seulement 36 a 58% (4).

B/ Classifications tumorales :

La prise de décision thérapeutique, hors urgence médico-chirurgicale, repose sur une
évaluation précise du niveau d’infiltration tumorale au sein de la paroi du tube digestif et
éventuellement des organes adjacents, de I’établissement d’un staging ganglionnaire tumoral
et la recherche de métastases a distance. L’ensemble des dossiers de patients atteints
d’adénocarcinome du colon ou du rectum sont discutés en réunion de concertation

pluridisciplinaire de Cancérologie Digestive (RCP) afin de proposer une attitude
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thérapeutique qui tienne compte de 1’état général du patient et des référentiels validés de la
spécialité. Ces RCP regroupent toutes les spécialités concernées par la pathologie : Gastro-
entérologues, Radiothérapeutes, Oncologues, Chirurgiens Digestifs, Radiologues,

Anatomopathologistes.

La classification tumorale la plus utilisée est la classification TNM (Tableau 1),
recommandée par 1’Union for International Cancer Control (UICC) et I’American Joint
Committee on Cancer (AJCC). La classification TNM se base sur une analyse précise de la
lésion tumorale primitive afin de déterminer le niveau d’infiltration tumorale de la paroi du
tube digestif (Stade T) ainsi que le degré d’invasion ganglionnaire régional (Stade N). Dans
certains cas (adénocarcinome du bas et du moyen rectum) les stades T et N peuvent étre
estimés en préopératoire a partir d’explorations d’imagerie ou d’endoscopie. Idéalement la
détermination des stades T et N est réalisée a partir de I’analyse anatomo-pathologique de la
piece opératoire. L’examen d’au moins douze ganglions régionaux est recommandé¢. Quel que
soit le stade, le pronostic est d’autant meilleur que le nombre de ganglions prélevés et
analysés est ¢élevé. L’évaluation métastatique (stade M) est le plus souvent réalisée a partir
d’un bilan d’imagerie, plus rarement sur analyse anatomopathologique de fragments

biopsiques ou sur piece opératoire de résection.

Tableau 1 : Classification TNM —UICC 2009 des cancers coliques et rectaux.

(D’apres Thésaurus National de Cancérologie Digestive (Cancer Colique — Mis a jour en 2011 ; Cancer

Rectal — Mis a jour en 2013))

T- Tumeur primitive

Tis : intra-épithéliale ou intramuqueuse
T1 : sous-muqueuse

T2 : musculeuse

T3 : sous-séreuse

T4a : pénétration du péritoine viscéral
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T4b : envahissement d’un organe de voisinage*.
N- Adénopathies régionales

NO : Absence de métastase ganglionnaire

Nla : 1 ganglion envahi

N1b : 2-3 ganglions envahis

Nlc : dépdts tumoraux « satellites » dans la sous-séreuse, ou dans le tissu péri-colique ou
péri-rectal non péritonisé, dans le cadre d’une absence de ganglions lymphatiques
métastatiques™*

N2a : 4-6 ganglions envahis

N2b : > 7 ganglions envahis

M- Métastases

MO : Absence de métastase

MIla : métastases a distance confinées a un organe

MI1b : métastases atteignant plus d’un site métastatique ou atteinte du péritoine

* T4b Une tumeur adhérente macroscopiquement a d’autres organes ou structures est classée
CT4b. Cependant, si aucune tumeur n’est présente microscopiquement au niveau de
I’adhésion, la classification histopathologique sera pT1 a pT3 selon la profondeur de
I’infiltration.

** Les dépdts tumoraux « satellites » correspondent a des nodules macro ou microscopiques
dans le tissu adipeux péri-colique ou péri-rectal, a distance du front d’invasion tumoral, sans
argument histologique de structure ganglionnaire résiduelle, mais dans le territoire de
drainage lymphatique de la tumeur primitive. Ces dépoOts peuvent correspondre a une
extension discontinue de la tumeur, a une extension extravasculaire d’une invasion veineuse
ou a un ganglion lymphatique totalement remanié et non identifiable. Si ces lésions sont
observées avec des tumeurs qui seraient classées T1 ou T2, la classification T reste inchangée
et les dépodts, ou nodules, sont classées Nlc (il s’agit au total d’une population T1, T2, sans
ganglion lymphatique positif, mais avec des dépdts tumoraux classés Nlc). Au cas ou un
nodule est considéré comme un ganglion lymphatique totalement remanié par le pathologiste
(avec généralement un contour régulier), il est class€ comme un ganglion lymphatique envahi
et non pas comme un nodule satellite. Il doit de ce fait étre compté séparément avec la
terminologie pN.

-15 -



C/ La chirurgie des lésions primitives colorectales :

Trés succinctement, la résection de la tumeur primitive comprend I’exérése du
segment digestif siége de la tumeur primitive avec une marge de sécurité proximal et distal
supérieure a 5 cm. Pour des raisons de controles vasculaires 1’exéreése sera €largie a une
colectomie droite vraie pour les tumeurs caecales et du colon ascendant, une colectomie droite
et transverse pour les tumeurs du colon transverse droit ou médian, une colectomie transverse
pour les tumeurs du colon transverse médian ou gauche, une colectomie gauche avec
anastomose colo-rectale pour les tumeurs du colon descendant et une résection

rectosigmoidienne pour les tumeurs du colon sigmoide ou de la jonction rectosigmoidienne.

L’objectif carcinologique est au contrdle, et a la ligature a I’origine, du pédicule
vasculaire irrigant le segment colique tumoral (5). Cet objectif carcinologique impose
I’exérese du mésocolon ou du mésorectum siege éventuel d’adénopathies métastatiques,
d’emboles vasculaires tumoraux ou d’engainements tumoraux périnerveux. Le taux de
récidive local serait diminué¢ par un controle et I’exérése compléte sans effraction du
mésocolon (6). En ce qui concerne les tumeurs du rectum, une exérése compléte et sans

effraction du mésorectum est nécessaire afin d’optimiser le risque de récidive locale.

L’objectif chirurgical oscille techniquement entre contrdle carcinologique de la
maladie, obtention d’un staging tumoral de qualité et obtention de segments digestif distaux et
proximaux bien vascularisés offrant toutes les chances d’une anastomose digestive étanche et

fonctionnelle.

En ce qui concerne la chirurgie du rectum, les tumeurs situées au-dessus du cul de sac
de Douglas (haut-rectum) sont a traiter comme les lésions coliques. Les tumeurs sous-
Douglassiennes seront éventuellement traitées par radiochimiothérapie néoadjuvante (tumeurs
N+ et/ou T3 ou T4 sur le bilan d’imagerie pré-opératoire) afin d’obtenir un contrdle local, un
é¢ventuel downstaging tumoral préopératoire et de diminuer le risque de récidive tumorale
locale (7).

Quel que soit la voie d’abord utilisée et le type de résection réalisée (coloproctectomie
avec conservation de I’appareil sphinctérien ou avec résection intersphinctérienne pour les

tumeurs du trés bas rectum, amputation abdomino-périnéale en cas d’envahissement net de
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I’appareil sphinctérien), une exérése compléte du mésorectum (TME) sera réalisée par
dissection au contact et respect du fascia recti (8). Pour les tumeurs basses une marge
d’exérese distale de sécurité d’au moins 2 cm sur la musculeuse rectale est a respecter (sur
picce fraiche), pouvant dans certains cas €étre amenée a 1 cm (9). Une ligature vasculaire a 1,5

cm de ’origine de I’artére mésentérique inférieure sera carcinologiquement suffisante.

D/ Evaluation radiologique :

Le diagnostic, le plus souvent endoscopique et confirmé par analyse
anatomopathologique de biopsies tumorales, d’une tumeur colorectale doit amener a un bilan
d’extension locorégionale et a distance. Idéalement il sera réalis¢é un scanner thoraco-
abdomino-pelvien. Cet examen permettra la recherche de métastases péritonéales, hépatiques,
médiastinales ou broncho-pulmonaires. Au moindre doute un complément de bilan sera
réalisé par IRM hépatique, scintigraphie osseuse ou scanner par émission de positons (TEP
scanner) (10).

C’est ce bilan d’imagerie qui permettra d’étayer la discussion quant au meilleur choix
thérapeutique pour le patient. Et notamment permettra de choisir, pour un patient
métastatique, la meilleure séquence associant chirurgie et chimiothérapie systémique plus ou

moins associées a des thérapies-ciblées antiangiogéniques, anti-EGFR ou de la radiothérapie.

Evaluation radiologique des métastases hépatiques :

L’¢évaluation radiologique des métastases hépatique nécessite 1’expertise d’un

radiologue spécialisé en pathologie hépatique.

Une TDM hépatique avec injection de produit de contraste sera nécessaire. Une IRM avec
injection de gadolinium complétera le bilan. En cas de doute une échographie-doppler avec
injection de produit de contraste sera réalisée. Une imagerie fonctionnelle par TEP scanner
pourra compléter le bilan, notamment pour I’identification de site(s) métastatique(s)

abdominaux extra-hépatiques (11) . En cas de doute diagnostic une lésion hépatique suspecte
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pourra étre biopsiée sous échographie ou scanner avec contrdle histologique(12). L objectif
est une localisation précise des métastases, 1’analyse de leur taille et de leurs rapports
anatomiques (13).

En cas d’indication de résection hépatique, une volumétrie hépatique pourra étre réalisée afin
de guider I’hépatectomie et de laisser en place un volume de foie fonctionnel restant suffisant
(14). Ce volume de foie fonctionnel restant devra étre de 25 a 40% du volume hépatique
initial en fonction d’une éventuelle hépatopathie sous-jacente ou de I’administration d’une
chimiothérapie néoadjuvante (15). Le bilan d’imagerie recherchera une hépatopathie sous-

jacente pouvant modifier ou contre-indiquer une indication chirurgicale.

E/ Critéres de résécabilité des métastases hépatiques :

L’exérese des métastases hépatiques de cancer colorectal ne doit s’envisager que de
fagon compléte. La résection partielle est sans intérét thérapeutique (16).
Cependant, une résection partielle peut parfois s'inscrire dans une stratégie chirurgicale qui
envisage une hépatectomie en deux temps.

Une métastase est définie comme résécable si une hépatectomie enlevant en totalité le
tissu tumoral (résection R0) avec un risque opératoire acceptable est possible.
L’évaluation de la résécabilité comporte:
- Une évaluation préopératoire optimale avec détection de toutes les masses tumorales intra et
extra-hépatique ainsi que leurs rapports vasculaires.
- Une évaluation peropératoire aussi compleéte que possible avec exploration visuelle et
palpatoire systématique du foie et de la cavité abdominale. Une échographie peropératoire est

indispensable pour I'évaluation finale de la résécabilité.

L'exploration coelioscopique avec écho-laparoscopie peut étre proposée dans le bilan
de résécabilité notamment en cas de forte suspicion préopératoire d'irrésécabilité (évaluation

du futur foie restant, recherche de carcinose), évitant ainsi des laparotomies inutiles.

Une ou des métastases sont techniquement résécables si 1'hépatectomie laisse un

parenchyme restant intact avec sa propre vascularisation et son drainage biliaire, si le
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parenchyme fonctionnel restant est suffisant et si les risques de mortalit¢ et de morbidité

opératoire prévisionnelle sont minimaux.

L’évaluation des caractéristiques anatomiques des métastases déterminera la faisabilité
de la résection. En cas de tumeur unique ou de tumeurs multiples unilobaires, les contre-
indications d'ordre technique sont exceptionnelles. En cas de tumeurs multiples bilatérales, le
nombre et la localisation des métastases peuvent étre un facteur de non résécabilité.

Les rapports vasculaires des différentes tumeurs sont souvent le facteur limitant : atteinte des
deux pédicules portaux droit et gauche, envahissement d'un pédicule portal par une métastase
et de la ou des veines sus-hépatiques contro-latérales par une autre 1€sion, enfin atteinte méme

partielle des trois veines sus-hépatiques.

L’¢évaluation d’opérabilité¢ doit comporter une €valuation des risques opératoires pour
le patient, tant par 1’équipe chirurgicale que par I’équipe d’anesthésie, en fonction de ses
antécédents et des thérapeutiques administrées en néoadjuvant. L’age physiologique doit étre

pris en compte ainsi que les éventuels clampages hépatiques et leurs durées.

L’insuffisance hépato-cellulaire postopératoire et le risque d’hémorragie per-opératoire doit
étre appréhendé par le choix et la maitrise de la technique opératoire. Les réhépatectomies

seront abordées selon les mémes modalités.

Cette évaluation technique permet de définir 2 niveaux de résécabilité (Tableau 2):

-RESECABILITE DE CLASSE 1 : Résécabilité¢ évidente par une hépatectomie classique
(hépatectomie conventionnelle de 4 segments ou moins, laissant plus de 40% de parenchyme

résiduel).

-RESECABILITE DE CLASSE II : Résécabilité possible par une hépatectomie complexe ou

trés large requérant une procédure difficile et/ou risquée.
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Tableau 2 : Métastases hépatiques de CCR : Niveaux de difficulté de résécabilité et critéres
carcinologiques pronostiques péjoratifs (D’aprées Thésaurus National de Cancérologie

Digestive (Cancer colorectal métastatique- Mis a jour le 18/02/2014)).

Résécabilité de classe I Evidente par une hépatectomie classique (4
segments ou moins, laissant plus de 40 % de

parenchyme résiduel)

Résécabilité de classe IT Possible par une hépatectomie complexe ou tres
large (plus de 4 segments) requérant une
procédure difficile et/ou risquée (par exemple
hépatectomie centrale sous exclusion vasculaire,
hépatectomie droite élargie. reconstruction

vasculaire)

Résécabilité impossible Atteinte des 2 pédicules portaux. atteinte d un
pédicule portal et de la veine sus-hépatique
contro-latérale, atteinte des 3 veines sus-

hépatiques

Critéres carcinologiques pronostiques péjoratifs | Taille = 5 cm. nombre > 3. caractére bilobaire.

ganglion pédiculaire envahi. ACE élevé

F/ indications chirurgicales :

1/ Métastases hépatiques résécables :

La décision de réséquer d'emblée des MHC (métastase hépatique de cancer colo-
rectal) doit prendre en compte tous les caractéres carcinologiques de la maladie. L. objectif du
traitement chirurgical est I’exérese de toutes les métastases hépatiques constatées sur le bilan
d’imagerie préopératoire et visibles a I’exploration chirurgicale, complétée par une
échographie hépatique per-opératoire. Le nombre de métastases ne doit pas étre un facteur
limitant. Mais seule une exérése compléte (RO) des métastases en un ou deux temps doit étre
envisagée. Une exérese incomplete avec reliquat tumoral microscopique (R1) peut s’envisager

en cas de nécessité (17). Une marge de sécurité péritumorale en foie sain supérieure au
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centimétre est recommandée Quand elle est possible. Mais des études ont montré que
I’épaisseur de la marge n’impactait pas la survie en cas de résection RO (18) (17). La marge
carcinologique est 1’¢lément pronostique principal de I’exérése des métastases hépatiques. La
réalisation d’une exérése anatomique ou d’une résection atypique (Wedge résection) ne

modifie pas le pronostic (19).

En cas de résécabilité de classe 1, la taille des MHC, leur nombre, un caractére bilobaire, un
éventuel envahissement vasculaire ou biliaire ne doit pas modifier 1’indication opératoire.

Par contre, en cas de résécabilit¢ de classe II, l'association de plusieurs de ces facteurs
péjoratifs peut faire discuter une chimiothérapie pré-opératoire en concertation

multidisciplinaire.

En cas de métastase(s) synchrone(s), I'exérése hépatique (résection de classe 1) peut
étre faite dans le méme temps opératoire que la tumeur primitive, en tenant compte des
antécédents du patient. Le chirurgien évaluera les possibilités d’une exérése combinée mais
elle n'est pas recommandée en cas d’intervention colique dans un contexte d'urgence, de
maladie colorectale localement avancée ou de maladie hépatique de résécabilité de classe 11
(20). 11 est également possible d’envisager une exérese hépatique 2 a 3 mois apres 1’exérese
de la tumeur primitive. Une chimiothérapie néoadjuvante a la chirurgie hépatique pouvant étre
réalisé. Mais avec le risque de voir disparaitre les « cibles » hépatiques. Enfin la stratégie
inversée en cas de MHC « menacgantes », a la limite de la résécabilité, peut étre proposée aux
patients présentant une tumeur colique ou rectale asymptomatique : Chimiothérapie premiere
puis chirurgie d’exéreése hépatique et enfin chirurgie de la tumeur primitive possiblement
encadrée de chimiothérapie.(21)

La progression tumorale des MHC sous chimiothérapie est un facteur de mauvais pronostic

mais ne contre-indique pas formellement une exérese (22).

2/ Meétastases hépatiques résécables associées a d’autres localisation secondaires

curables :

En cas de localisation extrahépatique résécable, I'hépatectomie associée a la résection

de la maladie extrahépatique ou d'un envahissement de contact est réalisable d'emblée.
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Néanmoins, l'existence de plusieurs éléments carcinologiques péjoratifs de la maladie
hépatique et/ou la nécessité de faire une hépatectomie de classe II incitent a discuter une

chimiothérapie premiére (23).

L’existence de métastases pulmonaires résécables ne contre-indique pas la chirurgie
hépatique. Idéalement la chirurgie d’exérése pulmonaire, a visée curative, est réalisée 2 a 3

mois apres la chirurgie hépatique (24).

Le diagnostic certain pré opératoire d'adénopathie(s) métastatique(s) locorégionales(s)
périhépatiques est une contre-indication a la chirurgie d'emblée. Tout ganglion suspect (par sa
forme ou ses dimensions) doit étre prélevé pour examen extemporané.En cas de ganglion
pédiculaire envahi et de résécabilité de classe I, la chirurgie avec curage ne peut étre contre-

indiquée. Par contre, si la résécabilité est de classe I, la chirurgie n'est pas recommandée.

3/ Métastases hépatiques associées a d’autres localisation secondaires non curables :

Un site tumoral extrahépatique non compleétement résécable (non R0) est une contre-
indication a I'hépatectomie. Aussi 1”'existence de métastase(s) pulmonaire(s) non résécable(s),
d’une carcinose péritonéale ou de localisation(s) extra-abdominale(s) non pulmonaire(s) (os,

cerveau, adénopathies extraabdominales) contre-indique la résection hépatique.

G/ Chimiothérapie dans le cancer colo-rectal métastatique :

Différents protocoles de chimiothérapie sont administrés, soit en néoadjuvant, soit en
situation adjudante a I’hépatectomie. Ces chimiothérapies associent des drogues cytotoxiques
(5 fluoro-uracile et acide folinique, irinotecan et oxaliplatine) a des thérapies ciblées (ou
biothérapies) (23, 24). Le bevacizumab, un anticorps monoclonal anti- Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), et le cetuximab (anti- Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR)
sont les principaux chefs de file ces biothérapies. En 2004, Hurwitz et al. ont montré que

I’addition de bevacizumab aux chimiothérapies a base de 5 fluoro-uracile, permettait une
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amélioration statistiquement significative de la survie des patients traités pour CCR
métastatique (25). Le gain de survie étant de 4 a 5 mois, avec une médiane de survie

dépassant pour la premicre fois les 20 mois.

Dans le cas de MHC en résécabilité de classe I, un protocole FOLFOX 4 simplifié
comprenant 6 cures en néoadjuvant et 6 cures postopératoires sera classiquement administré.
En cas de risque prévisible de disparition des MHC sous chimiothérapie, une chirurgie
premicre sera discutée. En cas de disparition des métastases au décours d’un protocole de
chimiothérapie néoajuvante, une hépatectomie emportant les sites métastatiques pourra étre

réalisée (26).

Le bevacizumab et le cetuximab n’ont été évalués avant métastasectomie que dans des
¢tudes non randomisées. Un intervalle libre d'au moins 5 a 6 semaines (2 demi-vies) est
nécessaire entre la derniére administration de bévacizumab et la chirurgie (en pratique pas
d’administration de bévacizumab associée a la derni¢re cure de chimiothérapie), au risque

d’augmenter la morbidité post-opératoire (27, 28).

Une chimiothérapie postopératoire aprés hépatectomie, par LV5FU2, FOLFOX 4
simplifi¢ ou par la chimiothérapie d’induction ayant permis la résécabilité, est a discuter
pendant 6 mois en I’absence de chimiothérapie néoadjuvante a 1’hépatectomie. Cette
chimiothérapie adjuvante a 1’hépatectomie est a moduler en fonction de I'intensité¢ de la
réponse, de la toxicité cumulative et des suites post-opératoires, pendant une durée conduisant
a un total de 6 mois péri-opératoire. Ce protocole postopératoire doit débuter au maximum

dans les 3 mois suivant I’intervention (29).

Les différents protocoles de chimiothérapies classiquement utilisés, en France, dans un

contexte de MHC résécables ou a la limite de résécabilité, sont présentés en Annexe.
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IT Le développement métastatique

A : La dissémination métastatique :

La cascade métastatique permettant la genése d’une tumeur secondaire a partir d’une
cellule tumorale fait intervenir de nombreux mécanismes. Chacune des étapes de la migration
de la cellule tumorale vers son organe cible, son établissement et sa multiplication au sein de
cet organe et enfin le développement d’une micro puis d’'une macrométastase représente une
barriere empéchant la propagation de métastases (30).

Classiquement cette cascade métastasique comprend (31):

1 : La transition épithélio-mésenchymateuse d’une cellule tumorale épithéliale et acquisition
de propriétés invasives.

2 : Le franchissement de la membrane basale.

3 : L’intravasation de cette cellule tumorale au sein de néovaisseaux de la tumeur primitive
4 : Le transport des cellules tumorales jusque dans un vaisseau capillaire de 1’organe cible
5 : L’extravasation depuis ce capillaire

6 : L établissement de cellules métastatiques au sein du site secondaire

7 : L’apparition d’une micrométastase puis d 'une macrométastase

Ces différentes étapes ne se produisent pas nécessairement de facon strictement linéaire.

(Figure 1).
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Figure 1 : Les étapes de la cascade métastatique (d’aprés Geiger R. et al. 2009).

Une niche prémétastatique se forme avant que la métastase ne devienne évidente ; elle implique la colonisation
du site par des cellules de la moelle osseuse. 1 : les cellules de la tumeur primitive entreprennent une transition
épithélio-mésenchymateuse et acquiérent des propriétés invasives. 2 : la dégradation de la membrane basale et le
remodelage de la matrice extracellulaire par des protéinases facilite 1’invasion cellulaire tumorale. 3 : les cellules
tumorales envahissent les tissus environnant seules (a) ou collectivement (b). 4 : intravasation des cellules
tumorales dans les néovaisseaux a proximité ou au sein de la tumeur. 5 : Transport des cellules tumorales a
travers la vascularisation et arrét dans un lit capillaire ou elles extravasent (6). 7: les cellules extravasées
peuvent rester dormantes plusieurs années. 8 : éventuellement certaines cellules extravasées vont forment une
micrométastase puis une macrométastase, ce qui nécessite une néoangiogénése et un remodelage de la matrice
extra-cellulaire. Les cellules, en dehors de leur environnement normal, peuvent subir une apoptose induite par la
perte d’ancrage (ou anoikis). Cette anoikis peut survenir aux différentes étapes de la cascade métastatique et

entraver |’apparition de métastase.

B/ La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) :

La TEM est un processus permettant a des cellules tumorales épithéliales de
développer des caractéristiques de cellules mésenchymateuses avec émissions d’extensions
cytoplasmiques et ainsi de développer un phénotype invasif favorisant leur migration a travers
les tissus voisins. Ce sont les caractéristiques migratoires associées au phénotype
mésenchymateux qui permettraient a des cellules épithéliales d’acquérir une capacité
métastatique. La TEM survient de fagon normale au cours du développement embryonnaire

au stade la blastula lors de la gastrulation (32).
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Au cours de la TEM, la cellule perd sa polarité, diminue la synthése de protéine d’adhésion
telle qu’E-cadhérine et augmente la syntheése de protéines mésenchymateuses (N-cadhérine,

vimentine) ainsi que de différentes protéases.

La TEM favoriserait le processus métastatique par plusieurs voies (31) :

- La diminution des protéines d’adhésion permettrait la migration cellulaire.

- La production d’enzymes de dégradation protéiques tels que des métalloprotéinases
(MMPs), favorisant ainsi le remodelage de la matrice extracellulaire au sein du

microenvironnement tumoral.

- L’activation de voies de signalisation (TGFf, RTK, Notch, NFKB, MAP kinase,
PI3kinase) va permettre la migration des cellules tumorales et leur conférer des

propriétés de survie (33). (Figure 2).

- La libération de MMP va favoriser la perte d’adhésion intercellulaire. Les MMP
(MMP-3 et MMP-7) vont cliver les jonctions intercellulaires constituées

principalement de E-cadhérine.

La TEM ne serait qu’un processus transitoire permettant a la cellule tumorale
métastatique une fois nichée au sein du tissu de l'organe cible, et par D’effet du
microenvironnement, de subir une transition mésenchymato-épithéliale. La cellule
métastatique retrouvant des caractéristiques ¢épithéliales identiques a celles de la tumeur
primitive (34).

Cependant le rdle de la TEM dans la diffusion cellulaire métastatique, et plus
globalement le concept de mobilité cellulaire, n’est encore que partiellement compris et reste

a confirmer en analyse histologique de tumeurs humaines (35, 36).
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Figure 2 : Réseau des voies de signalisation et des facteurs de transcription impliqués
dans la régulation de la TEM au sein des cellules carcinomateuses. (d’apreés S. Lamouille

et al, 2014) (36).

C/ La migration cellulaire :

La tumeur primitive est au départ constituée d’amas de cellules épithéliales adhérentes
les unes aux autres et limitée par une barriére physique constituée de la membrane basale.
Cela correspond au carcinome in situ. Cette membrane basale est constituée de
glycoprotéines, protéoglycanes et collagéne. Le développement de la tumeur entraine la
libération d’enzymes protéolytiques, essentiellement des métalloprotéases matricielles (MMP)
mais aussi des glycosidases et des cathepsines, permettant la dégradation de la matrice
extracellulaire sous forme de cascade protéolytique (37). Les cellules tumorales acquicrent
ainsi la capacité de rompre la membrane basale. La protéolyse de la matrice extra cellulaire
favorise aussi la libération de facteurs de croissance et de cytokines qui ont un rdle trophique
et chimioattractant sur les cellules tumorales, et de facteurs de croissances proangiogéniques.
Des boucles de régulation paracrine se créent entre les cellules tumorales et le stroma

péritumoral (31).
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L’afflux de cellules inflammatoires, la stimulation de la néoangiogénése tumorale,
I’« activation » et le remodelage de la matrice extracellulaire vont permettre le développement

de la tumeur primitive point de départ nécessaire a la migration de cellules tumorales.

Ces cellules doivent modifier leur caractéristiques afin d’acquérir une capacité
migratoire leur permettant une invasion a travers la matrice extracellulaire puis I’intravasation

a travers la paroi d’un capillaire sanguin. (31).

Le déplacement des cellules tumorales se fait par émissions de protubérances
membranaires et création de nouveaux points d’appuis sur la matrice extracellulaire (38). Ce
phénoméne est rendu possible grace a des cycles continus de polymérisation et de
dépolymérisation d’actine dans le cytoplasme cellulaire. Les cofilines et les régulateurs de
I’actine dans le cytosquelette sont controlés par la famille des GTPases RHO (39). Ce mode
de migration cellulaire de type mésenchymateux relativement lent est associé a un mode de
migration rapide, de type amoeboide, qui ne nécessite pas ’intervention de protéase ni de
remodelage de la matrice extra cellulaire (40). (Figure 3). Enfin les cellules peuvent migrer
seules ou en groupes (cluster), permettant dans ce cas aux cellules de diminuer I’effet de
I’anoikis et de potentialiser leur capacité migratoire. La constitution d’agrégats de cellules

tumorales est favorisée par 1’action des plaquettes (41).

L’invasion cellulaire est donc un phénoméne dynamique qui fait intervenir de

nombreux systemes de régulation, dont les chimiokines qui sont 1’objet de ce travail.
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Figure 3 : Les différents modes de migration cellulaire. (d’aprés Friedl P, J Cell Biol.
2010).

D/ L’intravasation puis ’extravasation des cellules tumorales :

La cellule tumorale au décours de son mécanisme invasif franchit par intravasation la
paroi d’un capillaire sanguin. Le role des macrophages serait primordial durant cette phase de
I’invasion cellulaire. Plusieurs études ont montrées que les macrophages permettraient un
guidage des cellules tumorales vers les vaisseaux sanguins et les sites d’intravasation. Ce
mécanisme ferait intervenir une boucle de régulation entre les récepteurs CSF1 situés sur les

macrophages et les EGFR situés sur les cellules tumorales (42).
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L’intravasation est une étape critique de la cascade métastatique. La cellule devant
alors résister a 1’apoptose induite par la perte d’ancrage et aux modifications de pression
osmotique dans la circulation sanguine. La majorité des cellules tumorales intravasées dans la
circulation sanguine serait détruites par anoikis, limitant ainsi la diffusion métastatique (43).
Le nombre de cellules tumorales circulantes ou présentes dans la moelle osseuse pourrait ainsi

représenter un facteur pronostique de 1’évolution tumorale de certains cancers (44).

Il existe deux modes d’arrét des cellules tumorales circulantes. Soit classiquement par un
effet passif de filtre capillaire. Ceci expliquant, par exemple, I’apparition de métastases
hépatiques ou pulmonaires en cas de CCR (45). Ou par des phénoménes actifs d’adhésion
sélective des cellules tumorales circulantes sur les cellules endothéliales de certains organes.
Dans ce cas des phénomenes de reconnaissance et d’attraction spécifique interviendraientt sur
un mode similaire a la chémoattraction des leucocytes, et pourrait expliquer la spécificité

d’organe d’apparition de métastases au décours de certains types de cancer.

L’extravasation des cellules tumorales circulante a travers I’endothélium vasculaire
interviendrait par des mécanismes similaires a I’intravasation. Les plaquettes sanguines
favorisent 1’agrégation de cellules tumorales et 1’adhésion des cellules tumorales a
I’endothélium vasculaire puis leur extravasation expliquerait le role protecteur de certaines

héparines de bas poids moléculaire (HBPM) a I’apparition de métastases (41, 46).

E/ L’angiogéneése tumorale :

Il y a plus de 40 ans que la premiere théorie sur 1’angiogenése tumorale et ses
implications thérapeutiques a été publiée (47). Trois hypothéses ¢€taient formulées :
premicrement 1’angiogenese est essentielle a la croissance tumorale. Deuxi¢émement, les
tumeurs sécrétent un facteur tumoral d’angiogenése. Troisiémement, 1’angiogenése est une

cible thérapeutique potentielle pour traiter le cancer (48).
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L’ilot tumoral métastatique ne va pouvoir se développer au-dela d’une taille critique
(environ 1 mm de diametre) qu’en bénéficiant de 1’apport en oxygeéne et en nutriments via un
nouveau systéme vasculaire. En [’absence de développement de ce nouveau réseau vasculaire,
la micrométastase entrera en quiescence, ou phase de dormance, pour une durée indéterminée
(49).

Dans certains cas, les modifications du microenvironnement liées au développement
de la micrométastase par I’action entre autres des MMP, et sous I’effet de I’hypoxie, vont
favoriser ’activation d’oncogeénes (RAS ou EGFR), stimuler 1’action de cytokines pro-
angiogéniques (VEGF-A, fibroblast growth factor, platelet-derived growth factor, epidermal
growth factor, NAP-2) et freiner les inhibiteurs de I’angiogenése (thrombospontine,
angiostatine). Ces mécanismes vont entrainer un switch angiogénique en faveur de
I’angiogeneése et de la création d’une néovascularisation tumorale (50). Par ailleurs, I’hypoxie
pourra favoriser le développement de clones cellulaires tumoraux résistant et invasifs. Ce
switch proangiogénique est favorisé également par 1’ensemble des cellules de la matrice
extracellulaire, des cellules endothéliales, des leucocytes mettant en avant le role primordial

du microenvironnement dans le développent métastatique (51).

Le switch angiogénique est un mécanisme complexe et réversible pouvant influer dans
le sens du développement, ou de I’inhibition, d’une néovascularisation. L’incorporation des
précurseurs endothéliaux et la constitution des bourgeons vasculaires puis le développement
du nouveau réseau vasculaire tumoral se fait de fagon anarchique et chaotique (52). Ces
néovaisseaux réagissent anormalement a la pression et a I’hypoxie et leurs parois se
constituent, sous la forme de mosaique a partir d’amas de cellules tumorales et de cellules
endothéliales (53). L’agencement de cet amas de néovaisseaux anarchiques entraine des
modifications importantes du flux sanguin, des thrombi, des faux anévrysmes ou des fistules
artérioveineuse au sein de la tumeur. Ces phénomenes expliquent la faible efficacité de ce

réseau et donc la fréquence de nécroses centrales et le caractére souvent hypervascularisé de

la périphérie des tumeurs et des métastases.

Il est maintenant admis que VEGF a un rdle prédominant dans le développement
précoce de la néoangiogénese tumorale (54). Ces données ont été le point de départ de travaux
permettant la mise au point des biothérapies anti-VEGF. L’un des effets notable de ces

thérapeutiques ciblées anti-VEGF est la normalisation de 1’architecture du réseau vasculaire
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tumoral, permettant d’améliorer sensiblement 1’efficacité des chimiothérapies cytotoxiques

classiques par optimisation de la perfusion tumorale (55).

F/ Le développement métastatique :

Dés la fin du XIXé siecle, Paget avait montré que certains types de cancers
métastasaient dans certains types d’organe. Ainsi il avait constaté que le cancer du sein
présentait des métastases préférentiellement dans le foie mais pas dans la rate. Il avait
¢galement constaté que 1’os est un site métastatique fréquent du cancer du sein mais que le
cancer de I’estomac ne métastasait quasiment pas a 1’os. Ces constatations ont été a I’origine
de la théorie du «sol et de la graine » (seed and soil hypothesis) ou le choix du site
métastatique ne dépend pas seulement de la cellule tumorale métastatique (la graine) mais est
aussi largement influencé par la nature de 1’organe cible (le sol) (30). Ainsi une métastase ne
pourra se développer que si elle se niche au sein d’un tissu et d’un microenvironnement

compatible. Cette théorie a permis d’élaborer le concept de niche prémétastatique (56).

C’est la tumeur primitive, qui en produisant des chimiokines spécifiques, va
permettre la transformation du microenvironnement de 1’organe cible et favoriser I’intégration

de cellules métastatiques puis ’apparition d’une micrométastase (57) : (Figure 4)

1- La tumeur primitive va produire des chimiokines, qui par 1’intermédiaire entre
autre de VEGF-A et du TGFpB, vont stimuler I’activation de cellules HPCs
(hematopoietic progenitor cells) et EPCs (endothelial progenitor cells) (58). Ces
cellules vont diffuser dans les sites métastatiques via leur récepteur du VEGF

(VEGFR1).

2- Les cellules HPCs vont proliférer dans la circulation sanguine et vont synthétiser
une intégrine entrainant une adhésion a la fibronectine présente dans les tissus
cibles. Elles vont également synthétiser des MMP, entrainant une dégradation de la

membrane basale dans la niche métastatique.
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3- La résultante est une modification du microenvironnement au niveau de la niche
prémétastatique avec production de chimiokines favorisant [’attraction et

I’attachement des cellules tumorales puis leur survie.
4- La niche prémétastatique devient alors une micrométastase.

5- Les EPCs, attirées vers le site métastatique via le VEGFR, stimulent alors la
néoangiogénese et la transformation en métastase comme nous 1’avons vu

préalablement (59).
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Figure 4 : Les étapes métastatiques et la niche prémétastatique. D’aprés Mack S et al,
2010. (58)

G/ Les modifications du microenvironnement :

La description de la cascade métastatique, ainsi que les différentes théories tendant a
expliquer le processus métastatique, soulignent a quel point les interactions entre la tumeur

primitive, le microenvironnement du site métastatique et les cellules tumorales circulantes
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sont importantes. En effet la cellule tumorale qui a perdu ses capacités d’adhésions cellulaires,
afin de pouvoir migrer, devra bénéficier d’un systéme complexe lui permettant d’adhérer a
nouveau a la paroi de I’endothélium vasculaire de I’organe cible (chémoattraction, formation
d’agrégats plaquettaires, captation par des macrophages...) avant d’extravaser et de se nicher

au sein d’un environnement favorable.

Ensuite cette micrométastase pourra entrer en phase quiescente ou de dormance avec
I’installation d’un équilibre entre faible taux de mitoses cellulaires et apoptose. En cas de
rupture de cet équilibre en faveur du processus mitotique, sous I’effet de I’induction d’une
néoangiogénése tumorale et d’une modification de son microenvironnement, [’ilot

micrométastatique pourra sortir d’un éventuel état de dormance et se développer en métastase.

Bien que les caractéristiques propres de la cellule métastatique soit importantes pour
expliquer sa résistance au processus destructeur que représente la cascade métastatique, le role
du microenvironnement tumoral demeure primordial. Ces intéractions font intervenir de
multiples voies de signalisations, des facteurs pro ou antiangiogéniques et un certain nombre

de couple chimiokines-récepteurs de chimiokines.

Ce sont certaines de ces chimiokines protumorales et leurs récepteurs qui ont intéressé

notre travail.
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III Chimiokines et récepteurs de chimiokines

A/ Présentation:

Il est maintenant bien établi que six altérations dans la physiologie cellulaire sont
nécessaires au développement d’une tumeur primitive ou d’une métastase : 1’autoproduction
de facteurs de croissance, l’insensibilit¢ aux inhibiteurs de croissance, 1’échappement a
I’apoptose, 1’absence de limite au pouvoir de réplication, une néoangiogenese adaptée aux
besoins cellulaires et I’acquisition d’un potentiel migratoire. Il faut aussi ajouter la réaction

inflammatoire produite par la tumeur elle-méme (60).

La constitution de la tumeur nécessite un support (ou microenvironnement) afin que
les cellules tumorales puissent s’établir et croitre. Ce tissu de soutien est constitu¢ de cellules
du stroma et d’une matrice extracellulaire. Cette matrice est composée de
glycosaminoglycanes, de protéines d’adhésion telles que laminine ou fibronectine, de
collagene et d’¢lastine. Les cellules de la matrice comprennent des fibroblastes, des
myofibroblastes, des cellules endothéliales, des péricytes et de nombreux leucocytes ou

macrophages (45).

L’ensemble de ces cellules de la matrice extracellulaire entrent en interaction avec les
cellules tumorales, en modulant leur profil d’expression de récepteur. Toutes ces cellules vont
produire des facteurs de modulation de la croissance tumorale, de la néoangiogenése, et de
’attraction et d’infiltration des leucocytes. Les chimiokines ont été identifiées comme étant

des facteurs de modulation majeurs de la cascade métastatique et du développement tumoral

(61).

A D’origine, les chimiokines, ou cytokine a pouvoir chimiotaxique, ont ét¢ identifiées
comme des protéines favorisant ’attraction des leucocytes et donc comme des protéines
médiatrices de I’inflammation. Plus récemment les chimiokines ont été identifiées comme
jouant un réle majeur dans I’attraction des cellules tumorales vers les sites métastatique mais
aussi dans le recrutement et I’activation des nombreuses cellules du microenvironnement

péritumoral (62). C’est cette importante activité de synthese et de diffusion de chimiokines
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(trafficking des anglo-saxons) qui permettrait la croissance tumorale en amplifiant la réaction

inflammatoire liée au développement de cellules tumorales (63).

B/ Classification des chimiokines :

Large famille de protéines impliquées dans la chimiotaxie, les chimiokines (cytokines
chimiotactiques) sont divisées en 4 groupes selon la position de leurs résidus cystéines (C,

CC, CXC, CX3C) en position N-terminale. (Figure 5)

La famille de chimiokine CXC, ou alpha chimiokines, posséde un acide aminé (X)
séparant deux des quatre résidus cystéine conservés. La famille de chimiokines CC, ou beta
chimiokines, posséde deux résidus cystéines adjacents. La famille de chimiokines C, ou
gamma chimiokines, possede un seul résidu cystéine. Les CX3C chimiokines, composées
d’un seul membre : la fractalkine, posséde trois acides aminés séparant deux des quatre

résidus cystéines.

Une seconde division intervient, divisant les CXC chimiokines en 2 groupes (ELR+ et
ELR-) selon qu’elles possédent ou non, un motif conservé de trois acides-aminés (Glu-Leu-
Arg), qui précede la séquence d’acides aminés placés dans leur domaine N-terminal avant le
dernier résidu cystéine (64). Le caractere ELR+ confére a la chimiokine un potentiel
angiogénique et chimiotactique auprés des neutrophiles. Le caractere ELR- confere un
caractere angiostatique et attractif pour les lymphocytes et les cellules NK (65, 66).
(Tableau 3)

Les chimiokines interagissent par I’intermédiaire de protéines G trans-membranaires
couplées a des récepteurs. Il existe 10 récepteurs de types CCR, 7 de type CXCR en plus des
récepteurs de type XCR1 et CXC3CRI1 (61). Plusieurs récepteurs interagissent avec une
chimiokine et plusieurs chimiokines activent un type de récepteur suggérant d’importante
redondance en termes de fonction. Mais suggérant aussi une modulation de 1’activité en
fonction du niveau d’expression des chimiokines et de leurs récepteurs. En plus des récepteurs

de chimiokines, les chimiokines intéragissent directement avec les glycoaminoglycanes
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(GAGs), présents dans la matrice extracellulaire, dont le role est essentiel pour la présentation

des chimiokines aux cellules endothéliales et pour la migration des leucocytes (67).

-CXC- Chemokine -CC- Chemokine
C wmCOOH C = C(OOH
4
NH,% CXC NH, %= CC
I_) )
C C
-C- Chemokine -CX3C- Chemokine
C wmm COOH
!

NH;* C

X = Regions of chemokine-receptor binding COOH

Figure 5 : Représentation schématique des quatre familles de chimiokines.

(D’aprées Tomwson DH, Reprod Biol Endocrinol. 2003). Les chimiokines sont des
polypeptides possédant un motif conservé de résidus cystéines situ¢ prés du domaine NH2
terminal. La position du résidu cystéine est la base pour la classification en 4 familles. Les

régions d’interaction avec les récepteurs de chimiokines sont également indiquées.
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Tableau 3: Nomenclature des chimiokines et fonctions immunorégulatrices. (D’apres

Bachelerie F., Pharmacol Rev. 2014)

Standard Name Common Aliases Accession Number Key Immunoregulatory Functions

Human Mouse

CXCLI GROa, MGSA Mouse: KC P09341 P12850 Neutrophil trafficking
CXCL2 Grof; MIP-2a Mouse: MIP- P19875 P10889  Neutrophil trafficking
2
CXCL3 Groy; MIP-25, P19876 Q6WSCO Neutrophil trafficking
CXCL4 Platelet Factor-4 P02776 Q97126 Procoagulant
CXCILALI PF4V1 P10720 Procoagulant
CXCLS5 ENA-78 P42830 P50228 Neutrophil trafficking
Mouse: LIX
CXCL6 GCP-2 P80162 NA Neutrophil trafficking
CXCL7 NAP-2 P02775 Q9EQIS Neutrophil trafficking
CXCLS8 IL-8 P10145 NA Neutrophil trafficking
CXCL9 Mig Q07325 P18340 Thl immune response
CXCL10 yIP-10 P02778 P17515 Thl immune response
CXCL11 I-TAC 014625 Q8R392 Thl immune response
CXCL12 SDF-1a “ P48061 P40224 Myelopoiesis; B lymphopoiesis;
HPC, neutrophil homing to marrow
CXCLI13 BLC 043927 055038 B and T-cell trafficking in lymphoid tissue
CXCL14 BRAK 095715 Q6AXC2 Macrophage migration
Cxcll5 lungkine NA Q9WVL7 Neutrophil trafficking
CXCL16 SR-PSOX QI9H2A7 Q8BSU2 NKT cell trafficking and survival
CXCL17 Q6UXB2 Q8R3U6 Mo and DC chemotaxis
CCL1 1-309 P22362 P10146 Th2 response
CCL2 MCP-1 P13500 P10148 Innate immunity
Mouse: JE Th2 response
CCL3 MIP-1a P10147 P10855 T cell and monocyte/macrophage
trafficking
CCL3L1 P16619 P10855 Innate immunity
CCL3L3 P16619 Thl and Th2 immune responses
CCL4 MIP-1p P13236 P14097 T/DC interaction
CCLA4L1 Q8NHW4 NA HIV suppression
CCLA4L2 Q8NHW4 NA
CCL5 RANTES P13501 P30882 innate and adaptive immunity
Ccl6 C10, MRP-1 NA P27784 ND
CCL7 MCP-3 P80098 Q03366 Th2 immune response
CCL8 MCP-2 P80075 Q97121 Th2 immune response
Ccl9 MRP-2, MIP-1y NA P51670 ND
CCL10 NA NA NA
(reserved)
CCL11 Eotaxin P51671 P48298 Th2 immune response
Ccl12 Mcp-5 NA Q62401 Eo, Ba, MC trafficking, and degranulation
CCL13 MCP-4 Q99616 NA ND
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Standard Name Common Aliases Accession Number Key Immunoregulatory Functions

Human Mouse

CCL14 HCC-1 Q16627 NA ND

CCL15 HCC-2 Q16663 NA ND

CCL16 HCC-4 015467 NA DC maturation factor

CCL17 TARC Q92583 Q9WUZ6 Th2 immune response

CCL18 PARC P55774 NA DC attraction of T and B cells
Hematopoiesis

CCL19 ELC Q99731 070460 T cell and DC homing to lymph node

CCL20 MIP-3a, LARC P78556 089093 GALT development

B and DC homing to GALT
Th17 immune response

IgA humoral response in gut

CCL21 SLC 000585 P84444 T cell and DC homing to lymph node
CCL22 MDC 000626 088430 Th2 immune response
CCL23 MPIF-1 P55773 NA ND
CCL24 Eotaxin-2 000175 Q9JKCO Eo migration
CCL25 TECK 015444 035903 Thymocyte migration
Homing of memory T cells to gut
CCL26 Eotaxin-3 Q9Y258 Q5C90Q0 Th2 immune response
CCL27 CTACK Q9Y4X3 Q9Z1X0 Homing of T cells to skin
CCL28 MEC QONRJ3 Q9JIL2 Homing of T cells to mucosal surfaces
XCL1 Lymphotactin o P47992  P47993  Ag cross-presentation by CD8" DCs
XCL2 Lymphotactin S Q9UBD3 NA Ag cross-presentation by CD8" DCs
CX;CL1 Fractalkine P78423 035188 NK, Monocyte, M® and Th1 cell
migration

Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) a, B, y, J, ¢ and 0 are splice variants of the same human
gene. IP-10, interferon-induced protein of 10 kDa; I-TAC, interferon-inducible T-cell a-
chemoattractant; PF, platelet factor; TECK, thymus expressed chemokine; Ag, antigen; Ba,
basophil; Eo, eosinophil; GALT, gut-associated lymphoid tissue; GCP, granulocyte
chemotactic protein; HPC, hematopoietic progenitor cell; Mo, monocyte; M®, macrophage;
MC, mast cell; NA, not applicable; NAP, neutrophil-activating protein; ND, not determined;
Thl, type 1 helper T cells.

C/ Les récepteurs de chimiokines :

En correspondance des quatre familles de chimiokines, il existe également une
subdivision des récepteurs de chimiokines en 4 familles : CXC3CR, CXCR, CCR et XCR.

(Figure 6). Par I’intermédiaire de leurs récepteurs couplées aux protéines G, les chimiokines
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vont moduler différentes voies de régulation impliquées dans le chimiotactisme tel que les
voies PLC/IP3, PI3K/AKT, Ras/Raf/ERK 1/2 (68, 69). (Figure 7).
Il est également intéressant de constater que les récepteurs de chimiokines sont 1’objet de

phénomenes de phosphorylation, ce qui module leur activité et constitue un autre niveau de

régulation.
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CCL14 CXCL7
CCL17 CXCL8
CCL22

Figure 6 : Les familles de chimiokines et de récepteurs de chimiokines.
(D’apres G Lazennec et al. Trends Mol Med 2010)

Plusieurs chimiokines peuvent interagir avec le méme récepteur, et un seul récepteur peut

interagir avec de multiples chimiokines.
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Name CD# Common Aliases Accession Number Key Immunoregulatory Functions

Human Mouse

G Protein-Coupled Chemokine

Receptors
CXCRI1 CD181 IL8R, P25024 Q810W6 Neutrophil trafficking
CXCR2 CDI182 IL8Rp P25025 P35343  B-cell lymphopoiesis
Neutrophil egress from bone marrow
Neutrophil trafficking in innate immunity
CXCR3 CDI183 IP10/Mig R P49682 088410 Type 1 adaptive immunity
CXCR4 CDI184 fusin P61073 P70658 Hematopoiesis
Organopoiesis
Adaptive Immunity
CXCR5 CDI185 BLR-1 P32302 Q04683 B and T-cell trafficking in lymphoid tissue to B-
cell zone/follicles
CXCR6 CD186 BONZO, STRL33 000574 Q9EQI16 Innate lymphoid cell function
Adaptive immunity
CCRI1 CDI191 CC CKRI, MIP-1o/RANTES R P32246 P51675 Innate Immunity
Adaptive Immunity
CCR2 CD192 CC CKR2, MCP-1-R P41597 P51683 Monocyte trafficking
Type 1 adaptive immunity
CCR3 CD193 CC CKR3, Eotaxin receptor P51677 P51678  Type 2 adaptive immunity
Eosinophil distribution and trafficking
CCR4 CD194 CC CKR4 P51679 P51680 Homing of resident memory T cells to skin
Thymopoiesis; Th2 immune response
CCRS CD195 CC CKRs P51681 P51682 Type 1 adaptive immunity
CCR6 CD196 P51684 054689 iDC trafficking; GALT development
Th17 adaptive immune responses
CCR7 CD197 EBI-1, BLR-2 P32248 P47774 mDC, and B and T-cell trafficking in lymphoid

tissue to T-cell zone
Egress of T cells from tissue
CCR8 CDw198 P51685 P56484  Thymopoiesis

Immune surveillance in skin

Type 2 adaptive immunity

CCR9 CDw199 P51686 9WUT7 Thymopoiesis; Homing of T cells to gut.
GALT development and function

CCRI10 P46092 Q9JL21 Humoral immunity at mucosal sites
Immune surveillance in skin

XCRI1 P46094 9ROM1 Ag cross-presentation by CD8" DCs

CX;CR1 Fractalkine receptor P49238 Q9Z0D9 Patrolling monocytes in innate immunity

Microglial cell and NK cell migration
Type | adaptive immunity

Atypical Chemokine Receptors (New
Nomenclature)

ACKRI1 CD234 DARC; Duffy Q16570 Q9QUI6  Chemokine transcytosis
Chemokine scavenging
ACKR2 D6, CCRY (unofficial), CCR10 000590 Y12879  Chemokine scavenging
(unofficial)
ACKR3 CXCR7; RDC1 P25106 P56485  Heart valve development
Shaping chemokine gradients for CXCR4
ACKR4 CCRLI1; CCX-CKR, CCBP2, QI9NPB9 Q92413  Chemokine scavenging
CCRI11
CCRL2 (ACKRS5) CKRX, CRAM-A, 000421 035457  Not defined
L-CCR, CRAM-B, HCR,
CCRI11
PITPNM3 (ACKR6) Nirl AAI28584.1 Breast cancer metastasis

Tableau 4: Nomenclature des récepteurs de chimiokines et fonctions

immunorégulatrices. (D’apres F. Bachelerie, Pharmacol Rev. 2014)
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Figure 7: Schématisation des voies de signalisations activées par les récepteurs de

chimiokines CXCR4 et CXCRY? et leurs liens avec la survie cellullaire, la prolifération et

la migration (d’apres Wurth et al. Front cell neurosci 2014).

D/ Chimiokines et cancer :

Les chimiokines modulent 1’évolution tumorale par plusieurs mécanismes importants :

la régulation de la néoangiogénese, I’activation d’une réponse immunologique spécifique a la

tumeur, une stimulation directe de la croissance tumorale par des boucles de régulation

autocrine ou paracrine et une activation de la dissémination métastatique (70).

La régulation de 1’angiogeneses résulte d’un équilibre entre facteurs angiogéniques et

angiostatiques. Les chimiokines ELR+ (GRO-o/CXCL1, GRO-B/CXCL2, GRO-y/CXCL3,
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epithelial cell-derived neutrophil activating peptide-78/CXCLS5, granulocyte chemotactic
protein-2/CXCL6, interleukin-8/CXCL8 et neutrophil-activating peptid 2/CXCL7) sont
impliquées dans les deux processus de développement d’un nouveau réseau vasculaire que
sont 1’angiogenése (croissance de vaisseaux a partir d’un réseau existant) et vasculogenése
(création de structures vasculaires par recrutement de précurseurs des cellules endothéliales
présents dans la moelle osseuse). SDF-1/CXCLI12 bien qu’ayant perdu son motif ELR
posséde des propriétés pro-angiogénique et favorise la vasculogenése par attraction des
cellules précurseurs endothéliales.

Le récepteur CXCR3 activé par des chimiokines ELR- (platelet factor-4/CXCLA4,
CXCL9, CXCL10, CXCL11) possede des propriétés angiostatiques.

Le développement tumoral nécessite un défaut d’efficacité du systéme immunitaire et
I’échappement d’un certain nombre de cellules tumorales a la destruction par les macrophages
M1 ou les lymphocytes cytotoxiques Thl. Ce processus d’échappement au systéme
immunitaire n’est pas simplement li¢ a un manque ou un défaut de ce dernier, mais est aussi
li¢ a I’activation d’une immunité protumorale. L’activation de cette immunité protumorale
bloque I'immunité antitumorale et rend la réaction immunitaire inefficace. Ainsi des
macrophages M2, des neutrophiles et des lymphocytes Th2, protumoraux peuvent inhiber la
différenciation et la prolifération de macrophages M1 et de lymphocytes cytotoxiques Thl
antitumoraux. La sécrétion de CXC chimiokines ELR+ stimulent ’attraction de leucocytes
protumoraux, alors que les CXC chimiokines ELR- favorisent 1’attraction des leucocytes anti-
tumoraux. De la méme facon, la stimulation de récepteur CXCR1 et CXCR2 par des
chimiokines ELR+ module I’infiltration de neutrophiles protumoraux, alors que I’activation
de CXCR3 par des chimiokines ELR- stimule Dinfiltration par des lymphocytes T
cytotoxiques et des cellules NK (71, 72). (Tableau 4).

La disparition de la tumeur (ou de la métastase) ou son évolution va dépendre de la
balance entre infiltration de leucocytes pro ou antitumoraux. L’ évolution tumorale est liée a
une réponse immunologique antitumorale trop faible et inefficace et probablement
I’apparition de systemes de défense de la tumeur vis-a-vis du systéme immun. Le profil de
transcriptions de genes dans lequel les chimiokines protumorales ELR+ attirant les

neutrophiles sont surexprimées et [’expression de chimiokines ELR- antitumorales
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sousexprimées, correspond a un décalage vers une réponse immunitaire innée de type II,

favorisant angiogénese, croissance tumorale et apparition de métastases (61, 72).

Une autre illustration du réle des chimiokines dans I’'immunomodulation et 1’évolution
tumorale est la différenciation de monocytes en macrophages M2 sous I’effet d’IL-4, de
TGFp, d’IL-10 ou IL-13 ce qui favorise la croissance tumorale par le largage de cytokines
proangiogéniques telles que VEGF, de chimiokines telles CXCL8 ou CXCL12, d’enzymes de
destruction de la matrice extracellulaires. Une synthése des actions immunomodulatrices des

chimiokines et de leurs récepteurs est présentée tableau 3 et 4 (61).

E/ Chimiokines et adénocarcinome colorectal :

Le role des couples chimiokines-récepteurs de chimiokines dans I’apparition et le
développement d’une tumeur primitive puis la cascade métastatique, la survie et la
prolifération de métastases est primordial. Le mécanisme d’action et de régulation de ces

couples est encore largement inconnu.

L’un des récepteurs de chimiokine le plus étudi¢ est CXCR4 associé a 1’'un de ses
ligands Stromal cell derived factor 1 (CXCL12). Plusieurs études ont mis en évidence le role
important de I’axe CXCR4/CXCL12 dans la progression tumorale et la survie des patients en
favorisant la chimiotaxie, I’angiogénése, la survie et la prolifération cellulaire (73-75).
CXCR4 est exprimé par de nombreux types de cellules cancéreuses incluant les cancers de la
peau, du sein, de ’ovaire, du colon et du pancréas mais aussi les leucémies aigues
lymphoblastiques et les leucémies my¢loides chroniques. Des corrélations ont été faites entre
augmentation d’expression de CXCR4 et mauvais pronostic en cas de cancer du sein ou du
colon (76, 77). Ottaiano et al. ont montré que CXCR4 est hyperexprimé dans les tissus
d’adénocarcinome colorectaux et dans les métastases hépatiques en comparaison des tissus de
la muqueuse colique normale (78). De fagon similaire I’expression de CXCR4 est
significativement plus importante au sein d’une tumeur gastrique que dans la muqueuse
gastrique normale (79). Les travaux préliminaires au sein de notre équipe avaient montré une
surexpression de CXCR4 au sein de cellules tumorales de cancer colique humain HT29

chimiorésistantes (77).
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Différents travaux ont montrés que I’expression de CXCL12, par I'intermédiaire de
son récepteur CXCR4, régulait le pouvoir métastatique de tumeurs coliques primitives (80).
Ainsi, le rétablissement de I’expression de CXCL12 en culture cellulaire de lignées de
cellules de cancer colorectal entrainerait une anoikis (81). Une diminution d’expression de
CXCLI12 par les cellules tumorales favoriserait leur migration par I’intermédiaire de gradients
locaux de concentration (gradient paracrine). La réaction inflammatoire locale liée a
I’évolution tumorale favoriserait, par D’intermédiaire de fibroblastes et de cellules
endothéliales de la matrice extracellulaire, la production de CXCL12. Certaines cellules de la
tumeur, ayant perdu leur capacité d’expression de CXCL12 mais conservant I’expression de
CXCR4, vont acquérir un pouvoir migratoire en suivant un gradient de concentration local de
CXCLI12 (82-84). Ce phénoméne migratoire va favoriser le détachement de la tumeur
primitive, la mobilité cellulaire puis I’intravasation vasculaire. Une fois dans le systéme
vasculaire, ces cellules tumorales ne produisant pas de CXL12, seront attirées par un second
gradient de concentration toujours par I’intermédiaire de leurs récepteurs CXCR4 (gradient
endocrine). Ces cellules seront attirées vers des organes cibles produisant naturellement de
fortes concentrations de CXCL12 tel que le foie, le poumon ou 1’0s. Une fois dans 1’organe
cible, les cellules tumorales pourront traverser la paroi endothéliale et migrer dans I’organe en
suivant un nouveau gradient de CXCL12 produit par les cellules endothéliales et du

microenvironnement (85).

Ces phénomenes de migration, suivant des gradients de concentration de chimiokines,
expliquent une partie des phénoménes de spécificité d’organe d’apparition de métastases en

fonction, des différents types de cancer (homing métastatique) (61). (Figure 8).
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Figure 8: Présentation schématique du fonctionnement des gradients de

chimiokines favorisant la migration aberrante de cellules dans un modé¢le d’épithélium
intestinal. (D’aprés Roy I, Surgery 2014)

A : Augmentation de sécrétion de chimiokines en réaction a une infection locale, une rupture de la barriere
épithéliale ou de tout autre stimulus et une réaction inflammatoire. Le gradient de chimiokine local attire les
cellules immunitaires vers le site d’inflammation. B : Gradient de concentration de ’axe CXCL12/CXCR4 en
cas de cancer colique ou rectal. Les cellules tumorales exprimant CXCR4 mais ayant perdus leurs capacité
d’expression de CXCL12 suivent un gradient de concentration local de CXCLI12 alors produit par des
fibroblastes et des cellulles endothéliales du microenvironnement. Elles suivent ensuite un autre gradient jusque
dans la lumiere vasculaire. C: Les cellules tumorales migrent vers des sites distant produisant de fagcon
constitutive de forte concentration de CXCL12. Les cellules traversent les parois vasculaires de ces organes et

engendreront des métastases.

L’évolution des travaux et des publications au sein de notre équipe, a fait porter
I’attention de nos recherches vers un récepteur de chimiokines ELR+, CXCR2 ainsi que vers

ses principaux ligands dont CXCL7 et CXCLS.
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IV Le récepteur CXCR2 et ses ligands, CXCL7 et
CXCLS

A/ CXCR2:

Deux récepteurs sont activés par les chimiokines ELR+ : CXCR1 et CXCR2. CXCR1
est activé seulement par CXCL6 et CXCLS8. Alors que CXCR2 supporte le signal de toutes les
chimiokines ELR+.

L’activation de CXCR2 entraine la dissociation du complexe protéique hétéro-
trimérique Gopy en sous-unités o et Py, qui modulent plusieurs voies de signalisation
intracellulaires telles que PI3kinases/AKT ou Ras/Raf/MEK/ERK et p38MAPK qui activent
les voies de NF-KB (86). (Figure 9). Ces voies de signalisation jouent un role important dans

la prolifération cellulaire, la migration et I’inhibition de I’apoptose (87, 88).

Différentes études ont montrés que CXCR2 était le récepteur exclusif modulant la
chimiotaxie des cellules endothéliales. Le role de CXCR2 dans I’angiogencse a été
initialement mis en évidence a partir de modéles animaux d’angiogenese sur cornée de rats
CXCR2 -/-. L’angiogenese liées aux chimiokines ELR+ était inhibée sur les cornées de rat
n’exprimant pas CXCR2 ainsi qu’en présence d’anticorps neutralisant CXCR2 (89).
Heidemann et al. ont ainsi montré que les cellules endothéliales réagissaient a la chimiokine
CXCLS par la production rapide d’un réseau de fibres, par une multiplication cellulaire et par

la phosphorylation du signal extra cellulaire ERK1/2 (90)

Au vue de ces premiers résultats montrant que CXR2 était suffisant et nécessaire pour
relayer I’effet angiogénique des chimiokines ELR+, plusieurs études précliniques concernant
le cancer ont ét¢ menées (86). Ainsi, a partir d’un modéle murin de cancer du poumon
utilisant des souris CXCR2 -/- comparées a des souris CXCR2 +/+, il a été montré que des
tumeurs du poumon (orthotopiques ou hétérotopiques) des souris CXCR2-/- présentaient une
croissance réduite, une nécrose tumorale plus importante, une angiogénese tumorale diminuée

et un potentiel métastatique réduit. Ces conclusions sur le réle de CXCR2 dans 1’angiogenése
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tumorale étaient confirmées par analyse des tumeurs de souris CXCR2 +/+ traités par

anticorps anti-CXCR2 (86, 91).
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Figure 9 : Voies de signalisation intracellulaire activées par ’intermédiaire de CXCR2

(d’apreés Laura M. Campbell, Pharmaceuticals 2013).

Ces données ont orientées nos recherches sur le possible role de CXCR2 dans le contexte de

métastases hépatiques de cancers colorectaux.

B/ CXCLS8

La chimiokine ELR+ IL-8 (CXCLS8) posséde des caractéristiques puissantes de
chimiotaxie protumorale et d’activation des neutrophiles par I’intermédiaire des récepteurs
CXCR1 et CXCR2.CXCLS8 stimule I’angiogenese par l’intermédiaire de son récepteur
CXCR2 (92).

- 48 -



Plusieurs études ont montré que CXCLS8 est surexprimé dans les cellules de cancer
colorectal ainsi que dans le microenvironnement tumoral par rapport au tissu sain environnant
(93). Au sein du tissu tumoral, CXCLS est principalement localisé au sein des fibroblastes,
des neutrophiles et sur les cellules endothéliales, alors que son récepteur est principalement
détecté au niveau de la microvascularisation. CXCLS8 est ¢galement détecté sur les cellules du
stroma au niveau du front d’invasion tumoral (94). Par ailleurs, CXCLS8 est plus exprimé dans
le tissu d’adénocarcinome colorectal que dans le tissu d’adénome colorectal, ou il est plus
exprimé que dans la muqueuse saine (95). D’autres études ont montré que le niveau
d’expression de CXCLS au sein des adénomes colorectaux était corrélé au niveau de dysplasie
(95). 1l a également ¢été constaté une expression de CXCL8 plus importante au sein de
métastases de cancer colorectaux que dans les tissus correspondants de tumeurs primitives
(93). Méme si ces données ne sont pas confirmées par toutes les équipes (96), des niveaux
¢levés de CXCLS dans le tissu tumoral sont associés aux tailles tumorales, 1’importance de
I’infiltration, le stade des tumeurs et la présence de métastases hépatiques. Un haut niveau
d’expression de CXCLS8 dans la tumeur est significativement associ¢ a une diminution de

survie globale (61, 93, 97).

CXCLS joue de multiples roles dans la progression de 1’adénocarcinome colique. Tout
d’abord CXCLS8 induit la migration des neutrophiles a travers 1’endothélium vasculaire par
augmentation de l’expression des protéines d’adhésion. CXCL8 va également favoriser
I’adhésion des leucocytes sur les cellules tumorales en stimulant I’expression des molécules
d’adhésion ICAM-1(61). De plus CXCLS favorise la libération d’enzymes proangiogéniques
et de dégradation de la matrice favorisant la progression tumorale. CXCLS8 pourrait é¢galement
agir directement comme un facteur autocrine de croissance des cellules tumorales (98). En
plus de favoriser le développement de la tumeur primitive, CXCLS8 stimulerait la prolifération
des cellules cancéreuses par augmentation de 1’activité mitotique. L’action chimiotactactique
de CXCLS serait en grande partie dépendante des interactions avec les récepteurs CXCR1
mais pas avec CXCR2 (99). La stimulation des capacités d’adhésion des cellules tumorales
aux cellules de la matrice, par augmentation des protéines d’adhésion sur les cellules

tumorales, serait modulée directement par CXCLS (99)

Ces données indiquent que la surexpression de CXCLS8 favoriserait la croissance

tumorale, 1’angiogenése tumorale, la cascade métastatique et la chimiorésistance. CXCL8
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pourrait étre une cible thérapeutique dans la prise en charge de 1’adénocarcinome colorectal
métastatique ou non. Nous avons donc décidé d’orienté une partie de nos travaux sur

I’implication de CXCLS (61) .

C/CXCL7

Neutrophil activating protein-2 (NAP-2/ CXCL7) est obtenu par clivage d’un
précurseur inactif platelet basic protéine (PBP), synthétisant également deux autres dérivés :
connective-tissu activating peptide-11I (CTAP-III) et B-tromboglobuline (B-TG). Ce processus
de dégradation de PBP pour obtenir CXCL7 est secondaire a la libération de protéases par les
monocytes et les neutrophiles. Longtemps, I’expression de CXCL7 semblait limitée aux
cellules mégacariocytes (lymphocytes et neutrophiles), mais plusieurs études ont montré que
d’autres types de cellules pouvaient produire CXCL7, et notamment des cellules de cancer
pulmonaire. CXCL7 serait également un marqueur évolutif au décours de syndrome
my¢lodysplasique (100).

CXCL7 serait également un modulateur du développement des réseaux lymphatiques par la
régulation de VEGF-C et VEGF-D qui sont deux facteurs de croissances majeurs des cellules

endothéliales lymphatiques (101).

CXCL7 possede, de fagon similaire a8 CXCLS, avec qui il partage le méme récepteur
CXCR2, une capacité d’attraction des neutrophiles et de libération d’élastase. CXCL7
participe ainsi a la destruction et au remodelage de la matrice extracellulaire et de la
membrane basale facilitant ’angiogenése et la cascade métastatique (102). En conséquence
CXCL7, de par ses caractéristiques proangiogéniques et proinflammatoires, pourrait jouer un
role important dans 1’évolution tumorale et le développement de métastases. Crépin et al. ont
ainsi montré que le niveau d’expression de CXCL7 était un facteur pronostique indépendant

de survie globale dans le carcinome rénal a cellules claires (103).

Il existe trés peu de publications dans la littérature concernant le role de 1’axe
CXCR2/CXCL7 comme acteur évolutif en cancérologie (104). Il était donc particuliérement

intéressant d’étudier cette chimiokine.
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Rationnel du travail
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Comme nous I’avons vu en introduction, le cancer colorectal demeure un probléme
majeur de santé publique avec une survie a 5 ans de 63% tous stades confondus (1). Le foie,
premier site métastatique du CCR, sera si¢ge de métastases chez pres de la moitié des patients
dans les cinq ans qui suivent le diagnostic (3). Une résection en marge saine est le seul
traitement actuellement potentiellement curatif en cas de métastases hépatiques de CCR avec
une survie a 5 ans dans ce contexte de 36 a 58% (4). Les chimiothérapies adjuvantes a la
chirurgie d’exérése colorectale ou périopératoire a I’hépatectomie font classiquement
intervenir des drogues cytotoxiques, a base principalement de 5-FU et de leucovorine
associées a de I’irinotecan ou de 1’oxaliplatine. Sont également associées des biothérapies (ou
thérapies ciblées) telles que le bevacizumab, un anticorps ciblé sur le VEGF, ou le cetuximab,
un anticorps anti EGFR (23, 24). En cas de CCR métastatique 1’adjonction de bevacizumab a
la chimiothérapie conventionnelle a base de 5 FU, a permis une amélioration significative de
la survie globale (25).

Quoiqu’il en soit la principale limitation de [Defficacit¢é a long terme des
chimiothérapies et thérapies ciblées, outre 1’apparition d’effets secondaires a dose souvent
cumulative, est I’apparition de résistances aux traitements favorisant la progression tumorale
ou la récidive métastatique.

Plusieurs hypothéses sont émises pour expliquer une résistance au bevacizumab :
survie de quelques cellules tumorales produisant, en réaction a 1’ischémie induite, un taux
important de VEGF-A que les anti-VEGF introduits ne peuvent neutraliser (48) ; mutation du
récepteur cible ; sélection de cellules endothéliales résistantes (105)? Une autre possibilité est
I’activation de voies alternes a la néoangiogenese, que celles activées par VEGF. Avec
activation et production de facteurs de croissance et de chimiokines telles que PDGF-,
CXCL8, CXCL6, SDF1-0/CXCLI12 et d’autres, en interaction avec leurs récepteurs (50). Une
derniére hypothése est la mise en dormance de cellules tumorales par inhibition de
I’angiogenese puis réévolution secondaire de ces cellules.

La conséquence de ces possibles mécanismes de réactivation de la néoangiogenése
sous thérapeutique anti-VEGF est un phénomene d’échappement de la maladie tumorale.
Avec prolifération des clones cellulaires tumoraux, et évolution des métastases. La finalité
étant 1’échec thérapeutique et une diminution de survie des patients.

Plusieurs publications ont mis en évidence le role des chimiokines dans la croissance
tumorale, la cascade métastatique et la résistance aux chimiothérapies (61, 65, 77). En

particulier, le role du couple CXCR4/CXCL12 a été démontré en ce qui concerne la
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progression tumorale et la survie des patients. CXCR4 favorisant la progression tumorale a
plusieurs niveaux de malignité incluant la croissance tumorale, I’angiogénese, la diffusion
métastatique et ’attraction des cellules métastatiques au sein de tissus cibles (ou niches
prémétastatiques) riches en CXCL12 (82-84).

Un haut niveau d’expression de CXCLS8 au sein de tissu de cancer colorectal a été
associ¢ avec un faible niveau de survie globale (97). Le niveau d’expression de CXCR2 est
supérieur dans le CCR que dans le tissu adénomateux colique et que dans le tissu muqueux
colique normal (93). L’activation de CXCR2 par ses ligands, tels que CXCLS, dans le
microenvironnement tumoral pourrait modifier le comportement évolutif des cellules
tumorales et favoriser la croissance de la tumeur colorectale primitive et I’évolution
métastatique (90, 92, 106). Dans ’adénocarcinome gastrique, il a ét¢ montré une relation
entre pronostic de la maladie et niveau d’expression de CXCR2 au sein de la tumeur (107).
Peu d’études ont été menées sur le role de NAP-2/ CXCL7, mais le pronostic du carcinome

pancréatique semble lié¢ a son niveau d’expression plasmatique (108).

Nos précédents travaux ont montré qu’un traitement chronique par chimiothérapie, a
base de 5-FU, de la lignée cellulaire HT29, issues de cellules de CCR, favorise 1’émergence
de clones cellulaires surexprimant CXCR4, et que CXCR4 joue un rdle dans la dissémination
métastatique. Nous avons également montré la présence de CXCR4 a taux élevé, au sein de
métastases hépatiques de CCR, chez des patients opérés et traités par chimiothérapie
néoadjuvante (77).

Dans ce travail nous avons étudié I’expression des principales chimiokines et de leurs
récepteurs dans une série de prélévements tumoraux humains de métastases hépatiques issues
de patients ayant re¢cu ou non un traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou
chimiothérapie anti-VEGF. Nous avons complété nos données par ’analyse d’expression de
ces chimiokines et de leurs récepteurs a 1’aide d’un modele murin de xénogreffe sous-
cutanées ou intracaecales de cellules humaines de cancer colorectal HT29, chez des individus
traités ou non par chimiothérapie ou chimiothérapie anti-VEGF. Notre objectif était de
pouvoir rechercher la présence de corrélations éventuelles avec la rechute tumorale, la survie

globale et d’analyser I’effet des traitements sur I’expression de ces facteurs.
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A/ Patients

De Février 2002 a mai 2009, les données cliniques de 55 patients opérés a visée
curative, au sein du Service de Chirurgie Digestive et Transplantation (Pr FR Pruvot) du
CHRU de Lille, de résection hépatique pour traitement de métastases de cancer colique ou
rectal, ont été colligées et intégrées dans notre étude. A partir des pieces opératoires, des
¢chantillons de tumeurs hépatiques ont été recueillis et conservés la banque de cellules et de
tissus tumoraux du centre de référence régional en Cancérologie (Tumorotheque du CHRU de
Lille - autorisation AC-2013-1847, délivrée par le Ministere francais de la Recherche). Avant
d’envisager I’utilisation des prélévements, a visée scientifique, tous les patients ont été
interrogés, informés et ont donnés leur consentement éclairé par écrit en accord avec le droit
frangais et européen. Notre projet de recherche a été approuvé par le Comité Scientifique de la

Tumorothéque du C2RC de Lille.

Les données cliniques et histologiques de ces patients ont été colligées dans une base
de données informatisée (Prométhée), a partir des informations disponibles au sein de la
Tumorotheque et a partir des dossiers patients. Tous les patients ont eu un suivi régulier avec
examen clinique et imagerie abdominale ou thoracique tous les 3 & 6 mois par leur chirurgien

référent ou par leur oncologue.

Notre étude a porté sur 58 prélévements de métastases hépatiques. Cinquante-deux
prélevements provenaient de patients différents. Deux biopsies indépendantes étaient
prélevées chez deux patients avant et aprés chimiothérapie néoadjuvante. Pour un dernier
patient, deux prélévements étaient réalisés sur des métastases différentes et distantes. Pour
chaque piece post-opératoire, plusieurs fragments étaient prélevés aprés fixation de la piece et

inclus en paraffine pour une analyse anatomopathologique conventionnelle.

Apres analyse histologique des prélévements de métastases hépatiques, la proportion
moyenne de nécrose tissulaire était de 30.8 £ 25.9%. La proportion moyenne de cellules

tumorales au sein du tissu tumoral était de 88.4 + 16.7%. (Tableau 5).

Pour les patients qui ont regu une chimiothérapie avant la résection hépatique, le

protocole de chimiothérapie incluait de la capecitabine seule ou du 5 Fluoro-uracile et de
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I’acide folinique associés ou non avec de I’oxaliplatine (FOLFOX), de [I’irinotecan

(FOLFIRI), ou de I’irinotecan et du bevacizumab (FOLFIRI-bevacizumab).

Nombre de patients %

Origine du prélévement hépatique (n=58)

Tumorectomie/ segmentectomie 26 44.8

Hépatectomie droite 22 38

Hépatectomie gauche 5 8.6

Hépatectomie majeure 5 8.6
Chimiothérapie néoadjuvante (n=34)

FOLFOX ou capécitabine 19 55.9

FOFIRI 2 59

FOLFIRI et bevacizumab 13 38.2

Chimiothérapie néoadjuvante avec bevacizumab (n=58)

oul 13 22.4

non 45 77.6
Survie, mois, Moy. + Ecart-type

Délai entre colectomie et hépatectomie 21.54+21.85

Survie globale apres hépatectomie 58.20+3.10

Survie sans récidive apres hépatectomie 26.2 £2.08

Duréee de suivi aprés hépatectomie 60.95 +20.76

Statut tumoral a date de fin
Rémission 28 48.3
Métastatique 30 51.7

Caractéristiques anatomopathologiques, %, moy. + Ecart-type
Nécrose au sein du prélévement hépatique (n=47) 30.8 £25.9
Tissu tumoral au sein du prélévement hépatique (n=47) 88.4+16.7

Tableau 5 : Données clinicopathologiques et histologiques des prélévements hépatiques

métastatiques provenant des hépatectomies (n=58).

B/ Modé¢le murin de xénogreffes tumorales sous-cutanées :

Le développement du modéle murin de xénogreffes sous-cutanées sur souris SCID a
¢été ¢laboré et suivi en collaboration étroite avec Monsieur Patrick Dumont de I’Institut
Biologie de Lille (IBL, Lille). Les manipulations et le suivi des souris ont été effectués au sein

de I’animalerie du Centre Pasteur de Lille. Ces expérimentations ont été réalisées dans le
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respect des régles en vigueur concernant la bioéthique animale. L’ensemble des intervenants
(S. Truant, P. Dumont) sur notre protocole, au sein de 1’animalerie, possédent le diplome de

niveau 1 en expérimentation animale.

1/ Lignée cellulaire :

Nous avons utilisé la lignée HT-29 issue d’un adénocarcinome colique humain peu
différencié. Ces cellules sont mises en culture dans une atmosphere a 37°C enrichie en CO2
(10%). Le milieu de culture (D-MEM a 4,5 g/LL de glucose, supplémenté par 10% de SVF et
1% de glutamine) est changé quotidiennement. Les cellules sont réensemencées chaque
semaine apres traitement du tapis cellulaire par une solution de trypsine-EDTA. La viabilité
cellulaire est vérifiée par I’absence de cellules en suspension et 1’utilisation d’un colorant
d’exclusion- le bleu Trypan- lors de la numération.

L’inoculum est constitu¢ de 1 million de cellules HT-29 pour réaliser une xénogreffe.
2/ Les souris :

Les souris utilisées sont des souris SCID de fond génétique CB17/Icr-Prkdc scid/Crl
(CB17/Icr) immunodéficientes en cellules B et T, élevées en macro-isolateurs au sein de
I’animalerie de I’Institut Pasteur de Lille. Les souris sont dgées de 8 semaines environ au

moment de I’inoculation.

3/ L’inoculation :

L’injection d’un inoculum d’environ 1 million de cellules HT-29 est réalisé
directement en sous-cutané, dans les flancs droit ou gauche de souris SCID
immunodéprimées.

I1 s’en suit une phase de surveillance, d’une durée de 3 semaines, permettant une croissance
tumorale jusqu’a obtention d’un volume tumoral satisfaisant d’environ 1 cm3. Il est veillé a ne
pas laisser une tumeur évoluer jusqu’a atteindre le stade de nécrose cutanée. En tel cas les
régles d’éthiques sur D’expérimentation animale imposent le sacrifice (euthanasie) de

I’individu concerné.
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4/ Traitement :

Le recueille des mesures (poids, taille et aspect tumoral) et 1’administrations des

chimiothérapies par voie intra-péritonéale est réalisée aux J1, J5, J9 et J13.

Au total, 36 souris SCID sont utilisées et divisées en 6 groupes de 6 individus.
- 6 souris, tétmoins
- 6 souris, 5 FU seul
- 6 souris, irinotécan seul
- 6 souris, SFU + irinotécan
- 6 souris, bevacizumab seul

- 6 souris, 5 FU+ irinotécan+bevacizumab

Le sacrifice des individus est réalis¢ a J21 du début de la chimiothérapie, par dislocation
cervicale. Des prélévements tumoraux sont effectués des biopsies envoyés pour analyses
anatomo-pathologiques et immunohistochimiques. Des fragments tumoraux sont conservés a

— 80°C pour évaluation de I’expression par qRT-PCR des génes d’intéréts.

C/ Mode¢le murin de xénogreffes tumorales intracaecales orthotopiques :

Le principe de la xénogreffe intracacale est 1’obtention d’une tumeur caecale d’origine
colorectale.

Dans un premier temps des xénogreffes sous-cutanées sont réalisées dans les flancs
droits et gauches de souris immunodéficientes SCID agées d’environ 8 semaines, en utilisant
un inoculum d’environ 1 million de cellules HT29 selon des modalités similaires au protocole
de xénogreffes sous-cutanées. Apres une période de surveillance de 21 jours permettant
I’obtention de tumeurs sous-cutanées d’environ 1 cm?®, les souris sont sacrifiées par
dislocation cervicale. Les tumeurs sont alors immédiatement prélevées. Les zones d’aspect
nécrotique sont supprimeées et les tumeurs sont fragmentées en morceaux de 5X5 mm.

Ces fragments tumoraux sont alors immédiatement xénogreffés de fagon orthotopique,
par laparotomie, dans le caecum d’un nouveau groupe de souris SCID agées de 8 semaines

environ. L’anesthésie générale de chacun des individus est réalisée par administration de
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kétamine (100 mg/Kg) et de xylazine (10 mg/Kg) diluée dans une solution de sérum salé et

administrée en intrapéritonéal a 0.1 mL/10g.

Apres une période de surveillance de 24 jours, de la croissance tumorale, par palper
abdominal bidigital, jusqu’a obtention d’un volume tumoral satisfaisant (1cm® environ), les
souris survivantes sont réparties de fagon aléatoire en deux groupes (controle et
chimiothérapie).

La chimiothérapie et le bevacizumab sont administrés en injections intrapéritonéales en
deux cycles séparés par une semaine (injections aux jours 1,5,9,13,16 puis jours 22,26,30,33.
Dans le groupe contrdle, une solution saline est injectée en intrapéritonéal selon les mémes

modalités.

- QGroupe 1 (groupe contrdle) : . 4 individus.

. Injections de sérum salé.

- @Groupe 2 (groupe chimiothérapie) : .6 individus.

. 5SFU (40 mg/kg) + Irinotecan (40 mg/kg) + acide

folinique (50 mg/kg) + bevacizumab (5 mg/kg).

Les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale au 35°™ jour. Les tumeurs intracaecales
sont prélevées puis des fragments tumoraux sont fixés puis inclus en paraffine pour analyse
anatomopathologique et immunohistochimique. D’autres fragments tumoraux sont conservés
dans I’azote liquide a -80°C en vue d’une analyse d’expression de génes d’intéréts par qRT-

PCR.

D/ Biologie moléculaire :

1/ Protocole d’extraction des ARN totaux :

Les ARN totaux issus de broyages de tissus congelés sont extraits en utilisant le kit
NucleoSpin RNA Midi (Macherey Nagel, Diiren, Allemagne) selon le protocole proposé par le

fournisseur.
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Les tissus sont broyés au putter puis, aprés avoir retiré le milieu par aspiration et lavé
le broyat avec du D-PBS 1X stérile, les tissus sont repris par 350 ul de tampon RA1 contenant

1 % (v/v) de B-mercaptoéthanol.

Le lysat est clarifié de ses débris cellulaires en le filtrant avec la colonne NucleoSpin®

Filter. Celle-ci est centrifugée 1 mina 11 000 x g.

Les acides nucléiques présents dans I’¢luat sont précipités par 1.8 mL d’éthanol a 70
% (v/v), I’ensemble est homogénéisé jusqu’a disparition du trouble. Ce mélange est transféré
dans une colonne comprenant une membrane de silice (NucleoSpin ® RNA Il Column) puis
est centrifugé 30 s a 11 000 x g. Cette étape permet la fixation des acides nucléiques sur la
membrane. La membrane est ensuite lavée pour éliminer les sels par 2.2 mL de tampon

Membrane Desalting Buffer (MBD) puis centrifugée 1 min a 11 000 x g.

Afin de digérer ’ADN contaminant, la rDNase fournie est diluée (1/10) dans le
tampon fourni (Reaction Buffer for rDNase), puis 250 pl du mélange sont ajoutés sur la
membrane. L’ensemble est incubé pendant 15 min a Température ambiante. 2.6 mL de
tampon RA2 sont alors utilisés pour interrompre la réaction. Le liquide est éliminé par

centrifugation a 11 000 x g pendant 30 s.

La membrane est ensuite lavée par 2.6 mL de tampon RA3, centrifugée 30 s a
11 000 x g et lavée une derniére fois par 2.6 mL de tampon RA3 et centrifugée 2 min a

11 000 x g.

La colonne est transférée sur un tube de 1,5 ml et 500 ul d’eau RNase-free sont
déposés au centre de la membrane. Les ARN sont ¢lués par une centrifugation de 1 min a

11000 x g.

La concentration des ARN (mesurée a 260 nm, avec 1 unité de DO = 40 pg/ml pour
I’ARN ou 50 pg/ml pour ’ADN) et la qualité des échantillons (mesurée par le calcul des
rapports Azeonm/A280nm €t Az60nm/A23onm) sont déterminées par analyse sur spectrophotomeétre
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). L’absorbance a 280 nm est spécifique des acides aminés
aromatiques (Tryptophane > Tyrosine), le rapport Ajsonm/Azsonm permet de mesurer la
contamination par les protéines. Ces rapports doivent étre compris entre 1,8 et 2 pour une

qualité optimale. Les échantillons sont conservés a -80°C jusqu’a leur utilisation.
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2/ Rétro-transcription des ARNm :

Les ADN complémentaires (ADNCc), sont synthétisés a partir de 1 pg d’ARN totaux

dans un volume total de 14 ul complété par de I’eau RNase-free.

Les ARN messagers sont spécifiquement rétro-transcrits en ajoutant 1 pl (35 pg/ml)
d’oligonucléotides composés de 15 résidus de désoxythymidine (oligo(dT);s; Promega)
s’hybridant au niveau de la queue polyadénylée des ARNm. Les structures secondaires sont
dénaturées en incubant 5 min a 70 °C dans un bain-Marie et en refroidissant ensuite dans la

glace quelques minutes. L’ensemble est récupéré en centrifugeant bri¢vement.

Le mélange réactionnel (25 pl) préparé contient :
Eau stérile nuclease-free 16,5 pl
dNTP (20mM ; Eurogentec) 2,5 ul

Tampon M-MLV RT 5X (Tris-HCI 50 mM, pH 8,3, KCl 75 mM,
MgCl; 3 mM; DTT 10 mM; Promega) Sul

Rétro-transcriptase (200 U ; Promega) Tl

La rétro-transcription est démarrée en incubant les tubes dans un bain-Marie a 42 °C
pendant 1 h. L’arrét de la synthése d’ADNc se fait par dénaturation a 94 °C pendant 5 min

puis refroidissement pendant quelques minutes sur glace avant une centrifugation rapide.

Chaque tube est complété par 60 pl d’eau stérile (volume final = 100 pl) puis stocké a
-80 °C.

3/ Polymerase Chain Reaction (PCR) :

a/ Amplification :

L’expression de transcrit de génes d’intérét dans les tissus, issus de patients ou de xénogreffes

sur souris SCID, a ¢été ¢étudiée par PCR quantitative (QRT-PCR).

Pour une amplification optimale, les amorces doivent avoir une taille comprise entre

20-25 pb avec une température d’hybridation (T°m) proche et un pourcentage en bases
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Guanine et Cytidine (GC) entre 40-60 %. L’absence de structure secondaire est vérifiée grace

au site : http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi

Le mélange réactionnel (25 ul) se compose :
Eau stérile nuclease-free 13,5 ul

Tampon enzyme 10X (Tris-HCI 100 mM, pH 8,3, KCI 500 mM,

MgCl, 15 mM; Roche Diagnostic ) 2,5 ul
dNTP (20 mM ; Eurogentec) 1 ul
Amorce sens 5 uM (MWG ou Eurogentec) 1 pl

Amorce anti-sens 5 uM (MWG ou Eurogentec) Il
Taq DNA Polymérase (250 U ; Roche Diagnostic) 1 pl

ADNc 2,5 ul

L’amplification est réalisée dans un thermocycleur en suivant le programme de base

suivant :
1 cycle n cycles 1 cycle
94°C 94°C T°m (°C) 72°C 72°C 8°C
2 min 45s 1 min 1 min 10 min 00

A la fin du programme, les tubes sont récupérés et peuvent étre conservés a 4 °C.

b/ PCR quantitative : SYBR® Green

b.1. Principe et mise au point

Pour les qRT-PCR nous utilisons la technologie SYBR® Green. L’ajout d’un
intercalant fluorescent (intercalant spécifique de I’ADN double brin) dans le mélange

réactionnel permet de mesurer a chaque cycle la quantité d’ADN amplifiée. Lors de I’analyse,
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un seuil de détection est déterminé (Ct: Cycle threshold) correspondant a la valeur
d’expression du gene pour I’échantillon. Cette valeur Ct permettra de comparer I’expression
du gene entre échantillons aprés normalisation par la valeur Ct des génes de référence, la
Glycéraldéhyde-3-phosphate ~ déshydrogénase = (GAPDH) et la  hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1). Le choix des amorces est crucial et doit suivre

plusieurs régles :

- Taille de I’amorce comprise entre 10-20 pb
- Taille de la séquence amplifiée entre 50-200 pb

- Température d’hybridation entre 58/60 °C (le T°m des amorces ne doit pas différer

de plus de 2°C).

- Un pourcentage en GC entre 20-80 % en ayant au maximum 5 résidus Guanine en 3’

de I’amorce.

- Un minimum de structures secondaires: http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-

bin/RNAfold.cgi

Pour chaque couple d’amorce deux parameétres doivent étre déterminés :

- La concentration optimale en ADNc a utiliser, qui doit permettre d’obtenir une

valeur seuil Ct comprise entre 25 et 35 pour les échantillons d’intérét.

- L’efficacité d’amplification (E), qui traduit la quantité d’amplicon obtenue a chaque

cycle a partir d’un brin matrice. Dans les conditions optimales, un brin matrice donne 2
amplicons (E = 100 %). Cette efficacité¢ doit étre la méme pour tous les échantillons étudiés

pour un méme gene.

Pour cela, une gamme de concentration en ADNc est préparée pour chaque couple
d’amorce a tester, en réalisant une dilution en cascade dans de 1’eau stérile, suivant les

concentrations : 1:1, 1:10, 1:100 et 1:1000. Chaque condition est réalisée en triple.

L’analyse des résultats avec le logiciel CFX Manager™ permet de sélectionner la
dilution optimale des ADNc ainsi que d’obtenir une courbe standard de chaque échantillon

permettant de déterminer 1’efficacité grace a la pente de la courbe.
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b.2. Amplification

Les amplifications sont réalisées dans une plaque a 96 puits a fond transparent en
utilisant le mélange réactionnel SsoFast™ EvaGreen® (Bio-Rad), en utilisant le protocole

décrit ci-dessous (volume par puits = 20 pl). Chaque échantillon est réalisé en triple.

Eau stérile nuclease-free 6 ul
SsoFast™ EvaGreen® 2X (Bio-Rad) 10 pl
Amorce sens 5 uM (MWG ou Eurogentec) 1 ul

Amorce anti-sens 5 uM (MWG ou Eurogentec) 1 pl
Dans chaque puits, 18 pl du mélange réactionnel et 2 pul d’ADNc sont disposés.

L’amplification est réalisée dans un thermocycleur C1000™ Thermal cycler avec le

bloc CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad) en suivant le programme de base suivant :

\ 1 cycle ] 45 cycles \ Courbe de dissociation |

o o o 1) 50 — 95 OC
95°C 95°C Tm*C (incrément 0,5°C)

30s 45 4s 74

A la fin du programme, une courbe de dissociation est réalisée permettant de visualiser
la spécificité de 1’amplification. Les amplicons sous forme double brin (fluorescent avec
I’intercalant SYBR Green) sont progressivement chauffés. La perte de la fluorescence traduit
alors la dissociation des brins d’ADN. La température de dissociation est dépendante de la
taille et la nature de I’amplicon et est donc spécifique. L’analyse de la courbe doit se traduire

par une seule chute de fluorescence ou par un seul pic de fluorescence.

Les séquences des amorces et les conditions utilisées sont indiquées dans les tableaux

6 et 7. Les genes GAPDH et HPRT1 sont utilisés comme contrdle interne.
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Température
Génes Amorces (5° — 3°)
d’hybridation (°C)

Sens GGCTTCCTCCACCAAAGGAC
hCXCL7 58
Antisens TCTTTGCCTTTCGCCAAGTT

Sens GCCGTGGCTCTCTTGGC
hCXCLS 58
Antisens ACCTTCACACAGAGCTGCAGAA

Sens GCCCTGCCCATCTTAATTCTAC
hCXCR2 58
Antisens ACCCTCAAACGGGATGTATTGT

Sens GACTGGCATAGTCGGCAATG
hCXCR4 58
Antisens AGAAGGGGAGTGTGATGACAAA

Sens CCACATCGCTCAGACACCAT
GAPDH 58
Antisens CCAGGCGCCCAATACG

Sens CTCAACTTTAACTGGAAAGAATGT
HPRT1 58
Antisens TCCTTTTCACCAGCAAGC

Tableau 6: Séquences des amorces utilisées pour la qRT-PCR sur métastases hépatiques

humaines d’adénocarcinomes colorectaux. (h : humain).
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Température

Génes Amorces (5> — 3°)
d’hybridation (°C)

Sens CTCAGACCTACATCGTCCTGC

mcxcl7 61
Antisens TTTCCAGCTGTAAGGGGAGCCA
Sens GCCCTGCCCATCTTAATTCTAC

mcxcr2 60
Antisens ACCCTCAAACGGGATGTATTGT
Sens GACTGGCATAGTCGGCAATG

mcxcr4 59
Antisens AGAAGGGGAGTGTGATGACAAA
Sens CCACATCGCTCAGACACCAT

GAPDH 58
Antisens CCAGGCGCCCAATACG
Sens CTCAACTTTAACTGGAAAGAATGT

HPRT1 58

Antisens TCCTTTTCACCAGCAAGC

Tableau 7: Séquences des amorces utilisées pour la qRT-PCR sur prélévements murins

(souris SCID) de tumeurs sous-cutanées et caecales développées a partir de xénogreffes

de cultures de cellules HT-29 d’adénocarcinome colique d’origine humaine. (m : murin).

Pour ’analyse de nos genes d’intéréts en qRT-PCR, a partir du modeéle murin de
xénogreffes, nous avons utilis¢ des amorces d’origines humaines qui permettent une analyse

des cellules tumorales d’origine humaine, et des amorces d’origine murine qui permettent une

analyse du stroma tumoral et péritumoral d’origine murin.

b.3. Analyse des résultats

Un plan de plaque est établi dans le logiciel d’analyse CFX Manager™ (Bio-Rad)

(File>New>Plate) en sélectionnant les puits contenant les échantillons, le type d’échantillon,

le type de fluorescence et le nombre de réplicas.
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Les résultats sont récupérés sous format électronique (.zpcr) dans I’appareil et traités
avec le logiciel en sélectionnant le plan de plaque précédemment préparé. Celui-ci va
automatiquement éditer les résultats et donner pour chaque puits le Ct correspondant. Le seuil
de détection peut étre ajusté en s’assurant qu’il soit toujours au-dessus du bruit de fond et

dans la zone d’amplification exponentielle.

Les variations d’expression d’un gene entre plusieurs échantillons sont calculées en

trois phases :

W: ACt=Ct géne intérét — Ct gene rapporteur GAPDH

Comparaison : AACt = ACt gehantillon traite — ACt gehantillon controle
—AACt

Ecart : 2

Le groupe controle, en vue de I’analyse des résultats de qRT-PCR, a été constitué a
partir des individus n’ayant jamais recu de chimiothérapie au cours de leur histoire, ni
adjuvante a la résection de la tumeur colique ou rectale primitive, ni néoadjuvante a

I’hépatectomie.

Pour le modele murin les groupes controles sont constitués a partir des individus non

traités par chimiothérapie apres xénogreffe.

Dans notre protocole les résultats d’expression de génes d’intéréts sont exprimés en se
référant aux individus qui n’ont pas recu de chimiothérapie : Les résultats du groupe controle
sont moyennés et ramenés a 1 en vue de comparaison de 1’expression de geénes des individus

ayant recu une chimiothérapie.

E/ Immunohistochimie :

Les analyses immunohistochimiques étaient réalisées sur coupes de 4 um d’épaisseur
obtenues a partir des blocs en paraffine. L’étude était conduite sur un automate Benchmark
XT (Ventana, Strasbourg, France). Apres inhibition des péroxydases endogenes et marquages,

les sections de tissus étaient incubées avec un anticorps polyclonal de souris anti CXCR2 ou
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de lapin anti CXCL7 durant 36 mn. Le produit de la réaction était visualisé par incubation
avec du DAB (colorant en marron les sites d’immunoréactivité) pour les tissus murins et avec
des phosphatases alcalines (coloration rouge) pour les tissus hépatiques issus de patients. Une
contre-coloration a été effectuée avec de 1’hématoxyline Harris. Les contrdles négatifs
consistaient en des sections similaires, traitées sans 1’anticorps primaire. Et les controles
externes positifs consistaient a marquer CXCR2 et CXCL7 sur des sections de muqueuse

colique normale.

L’analyse histologique était réalisée par deux observateurs. Les cellules étaient
considérées comme positivement marquées si un marquage cytoplasmique ou membranaire
était présent. Pour chaque échantillon, la proportion de cellules tumorales marquées
positivement et I’intensité du marquage étaient analysées, et étaient catégorisées en quatre
classes semi-quantitatives : 0 négatif, + faible, ++ modéré, +++ important. La périphérie, le

centre de la tumeur et le tissu normal environnant étaient étudiés.

Les anticorps utilisés étaient :

- CXCR?2 (souris) de chez R et D Systems. Référence : MAB331. Lot n°AKT0310011.
Essais de dilution de 1/20 a 1/60.

- CXCL7 (lapin) de chez Antibodies on line, Atlanta, GA30346, United states.
Référence :ABIN359713. Lot n°SH080324H. Essais de dilution de 1/10 a 1/40.

1/ Protocole d’immunohistochimie (IHC) sur métastases hépatiques :

Cinq patients présentant des niveaux d’expressions de CXCR2 ¢levés en qRT-PCR au
sein des métastases hépatiques de cancers colorectaux, et présentant un faible taux de nécrose
tumorale parmi les patients traités en néoadjuvant par une association de Folfiri-bevacizumab,

ont été sélectionnés.
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De la méme fagon, cinq patients présentant des niveaux d’expression de CXCR2
faibles parmi les patients jamais traités par chimiothérapie (groupe contrdle) et présentant un

faible taux de nécrose tumorale ont également été sélectionnés

Une analyse immunohistochimique a été réalisée sur les échantillons de métastases

hépatiques ces deux groupes de cinq patients.

2/ Protocole d’immunohistochimie (IHC) a partir du modéle murin :

Des prélévements de tumeurs issus des xénogreffes intracaecales sur souris SCID ont
¢été analysés en IHC de fagon similaire aux échantillons de métastases hépatiques humaines.
Les tumeurs intracaecales étaient obtenus par xénogreffes de fragments de tumeurs issues de
greffes sous-cutanées de cultures de cellules HT29 sur souris SCID..

Ces fragments de tumeurs intracaecales ont été¢ obtenus a partir des deux groupes de souris

SCID soumises ou non a un traitement par chimiothérapie.

F/ Analyse statistique :

Les analyses statistiques ont ét¢ réalisées en étroite collaboration avec le département

de Biostatistiques EA2694 de I’Université de Lille Nord de France au sein du CHRU de Lille.

Les résultats ont été exprimés en moyenne + déviation standard, médiane, maximum et
minimum pour les variables continues et en fréquence et pourcentage pour les variables

catégorielles.

La survie sans récidive aprés hépatectomie était définie comme la durée entre la date

d’hépatectomie et la date de derniére nouvelle ou de récidive. Aucun patient n’est décédé
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avant la récidive tumorale. La survie globale était calculée comme la durée entre la date

d’hépatectomie et la date de derniére nouvelle ou de déces.

Les comparaisons de pourcentages ou fréquences étaient réalisées en utilisant le test
du Chi2 ou le test de Fisher.

Pour les paramétres continus, I’hypotheése de normalité était testée par le test Shapiro-
Wilk. Pour les parameétres continus avec une distribution normale, la comparaison de groupes
¢tait réalisée en utilisant le t-test de Student ou le test ANOVA. Dans les autres cas nous

avons utilisé¢ le U-test de Mann-Whitney ou le test de rang de Kruskal-Wallis.

Les courbes de survie sans récidive et de survie globale étaient estimées en utilisant la
méthode de Kaplan-Meier (survies actuarielles) et comparées, en fonction des groupes, en
utilisant le test du Log-rank. Pour les parameétres continus, nous avons utilis¢ le modéle a
risque proportionnel de Cox et les rapports de risque étaient calculés avec un indice de

confiance de 95%.

Les paramétres suivant étaient testés pour leur association avec la survie en analyse bivariée :
expression de génes d’intéréts en qRT-PCR, traitements par chimiothérapie, facteurs de
confusion (T,N,M, localisation de la tumeur primitive colorectale, résection hépatique
synchrone ou non a la colectomie, 4ge au moment de la chirurgie colorectale, caractere
synchrone ou métachrone des métastases hépatiques, chimiothérapie administrée dans un
délai supérieur a 6 mois avant hépatectomie. Quand un lien significatif entre survie et
paramétre d’expression de gene en qRT-PCR était constaté, nous avons identifi¢ un cut-off
optimal afin de maximiser le rapport de risque. Les variables quantitatives étaient

dichotomisées par identification du cut-off qui maximisait le test du log-rank.

Le modele multivarié de régression de Cox était utilisé afin d’analyser les relations
entre survie et traitements apres ajustement sur d’autres parametres en lien avec la survie. Les
paramétres inclus dans cette analyse multivariée étaient les parameétres avec un p<0.05 en

analyse bivariée.

Un p<0.05 était considéré comme statistiquement significatif. Toutes les analyses

statistiques €taient réalisées en utilisant le logiciel SAS (SAS institute Inc., Cary, NC, USA).
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Résultats
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Partie I : Patients

Objectifs de I’étude :

Plusieurs travaux ont montré I’implication de voies de signalisation associées aux
chimiokines et a leurs récepteurs dans le développement tumoral, la dissémination
métastatique et la chimiorésistance, en particulier ’axe SDF1/CXCR4 et IL8/CXCR2. Les
travaux antérieurs de I’équipe avaient montré la surexpression de CXCR4 et d’un ligand non
canonique, MIF, dans les cellules tumorales coliques chimiorésistantes. MIF est un ligand
potentiel pour les récepteurs CXCR4 et CXCR2. Ainsi, le but de notre étude a ét¢ de
comparer ces genes ainsi que d’autres ligands et récepteurs associés sur des prélevements de

tumeurs issues de patients atteints du cancer du colon.

Nous avons réalisé notre étude sur une collection de métastases hépatiques de cancers
colorectaux issues de patients ayant regu ou non une chimiothérapie néoadjuvante. Le but
était d’étudier s’il existait une corrélation entre 1I’expression de ces genes et la récidive et la

survie, et si le traitement par chimiothérapie jouait un role dans la régulation de ces genes.

A/ Analyse de population :

L’age moyen au moment de la résection de la tumeur primitive était de 61+10.6 ans.
La localisation de la tumeur primitive était colique droite ou transverse dans 10 cas, colique
gauche dans 28 cas et rectale dans 17 cas. De nombreux patients (38 sur 55 ; 69.1%) ont regu

une chimiothérapie adjuvante apres la résection de la tumeur primitive (Tableau 8).

En ce qui concerne les 58 prélevements de métastases hépatiques, 34 (58.6%)
provenaient de patients traités en préopératoire par un protocole FOLFOX ou par de la
capécitabine seule (n=19; 55.9%), par un protocole FOLFIRI (n=2; 5.9%), ou par un
protocole FOLFIRI associé a du bevacizumab (n=13 ; 38.2%).
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Nombre de patients %

Age au moment de la colectomie, années 61+ 10.6
(Moy. * Ecart-type)

Genre (n=55)

Homme 38 69.1

Femme 17 30.9
Infiltration pariétale de la tumeur primitive, pT (n+50)

T1+T2 8 16.0

T3 34 68.0

T4 8 16.0
Statut ganglionnaire de la tumeur primitive, pN (n=50)

NO 25 50.0

N1 +N2 25 50.0
Statut métastatique de la tumeur primitive, pM (N=55)

MO 34 61.8

M1 21 38.2
Hépatectomie synchrone de la colectomie (N=55)

Oui 8 14.5

Non 47 85.8
Chimiothérapie adjuvante a la colectomie (n=55)

Oui 38 69.1

Non 17 30.9

Tableau 8 : Données clinicopathologiques des patients présentant des métastases

hépatiques d’adénocarcinome colorectal apreés chirurgie colique ou rectale. (n=55)

Le suivi moyen apreés hépatectomie était de 60.9 + 20.8 mois. La moyenne de survie
globale aprés hépatectomie a visée curative était de 58.2 + 3.1 mois, et la moyenne de survie
sans récidive était de 26.2 = 2 .1 mois (Tableau S — Figure 10). Un patient est décédé de

péritonite post-opératoire apres la résection hépatique et a été exclu de ’analyse de survie.
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L’administration de chimiothérapie néoadjuvante ne modifiait pas significativement la
survie globale de nos patients : 44 £ 2.63 mois dans le groupe sans chimiothérapie (n=24)
versus 57,83 £ 34 mois dans le groupe chimiothérapie (n=34), (p=0.65). Par contre la survie
sans récidive était significativement meilleure, 25.8 + 1.92 mois, dans le groupe sans
chimiothérapie par rapport au groupe chimiothérapie néoadjuvante, 22.58 + 2.71 mois,
(p=0.02). (Figure 11). Les thérapeutiques de chimiothérapies néoadjuvantes ¢étaient
administrées dans les cas les plus séveéres qui auraient certainement présenté une moindre

survie sans traitement néoadjuvant.
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Figure 11 : Survie globale et sans récidive des patients, aprés hépatectomies a visée
curative pour métastases hépatiques selon administration ou non de chimiothérapie

néoadjuvante. (Courbe bleue : pas de chimiothérapie, courbe rouge : chimiothérapie).

B/ Expression des chimiokines et récepteurs de chimiokines :

étude de corrélation avec la survie globale et survie sans récidive

sur la population totale :

Nous avons débuté notre travail par une comparaison de survie en fonction des
niveaux d’expression en qRT-PCR des différents génes d’intéréts sélectionnés. Nous avons

ainsi analysés I’expression des récepteurs CXCR2 et CXCR4 ainsi que leurs principaux
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ligands, a savoir CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8 et CXCLI12 et
Macrophage linhibitory Factor (MIF).

Les niveaux d’expression de CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL6, CXCL12 et MIF ont
été testés en relation avec la récidive et la survie. Leur expression n’amenant pas de
modification de survie ou de résultats exploitables intéressant, ils n’ont pas fait 1’objet

d’analyse plus avant.

Des différences de survie globale ou de survie sans récidive étaient constatées selon le
niveau d’expression de CXCR2 et de ses ligands CXCL7 et CXCLS8. Ces résultats seront donc

présentés dans ce travail.

a/ CXCR2 :

Une corrélation a été trouvée entre le niveau d’expression de CXCR2 au sein du tissu
métastatique et la durée de survie apres hépatectomie, pour I’ensemble de nos patients. Une
surexpression de CXCR2, avec un cut-off calculé a 2, était associée avec une réduction
significative a la fois de la survie globale et de la survie sans récidive de nos patients. (Figure

12).

La survie moyenne était de 65.4 £ 3.3 mois pour les patients présentant un niveau
d’expression inférieur a 2 (n=32) comparée a 29.8 + 1.7 mois pour le groupe d’expression de

CXCR2 supérieur a 2 (n=19), ( p=0.012).

De facon similaire, avec un cut-off a 2, la survie sans récidive moyenne était
significativement plus élevée dans le groupe d’expression faible de CXCR2, que dans le

groupe a expression élevée de CXCR2 : 31.8 £ 2.6 mois versus 15.4 +2 mois ; p=0.002.
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Survie globale selon niveau d'expression de CXCR2
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Figure 12:

d’expression de CXCR2 (cut-off calculé a 2).
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Survie Globale et sans récidive aprés hépatectomie selon le niveau

Nous avons comparé la survie globale et la survie sans récidive des patients selon le

niveau d’expression de deux des principaux ligands de CXCR2 a savoir CXCL7 et CXCLS.

b/ CXCLS :

CXCLS est le ligand typique du récepteur CXCR2. La surexpression de CXCLS était

significativement corrélée a une plus faible survie globale mais n’impactait pas la survie sans

récidive. Le cut-off discriminant d’expression de CXCLS8 a été identifié comme étant 1. Avec

ce cut-off, la survie globale moyenne était 62.8 + 30.1 mois pour le groupe de faible

expression (n=44) comparée a 31 = 4.9 mois dans le groupe de forte expression de CXCLS8

(n=8 ; p=0.0008). (Figure 13).

La survie sans récidive moyenne ¢était €galement plus faible dans le groupe

d’expression forte de CXCLS8 par rapport au groupe de faible expression (11.2 + 2.0 mois

versus 27.7 £ 2.3 mois respectivement) mais sans atteindre la significativité (p=0.19).
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Figure 13: Survie Globale et sans récidive aprés hépatectomie selon le niveau

d’expression de CXCLS (cut-off calculé a 1).

¢/ CXCL7:

Peu de travaux ont été effectués sur CXCL7. Cependant ce ligand a été décrit dans les
syndromes myé¢lodysplasiques (100) et comme marqueur évolutif de 1’adénocarcinome

pancréatique (108).

La surexpression de CXCL7 était significativement corrélée a la fois avec une faible
survie globale et une faible survie sans récidive. Le cut-off pour CXCL7 était mesuré a 1.

(Figure 14).

La moyenne de survie globale était 64.4 = 3 mois pour les patients montrant un niveau
d’expression de CXCL7 inférieur a 1 versus 28,02 + 4,67 mois pour les patients montrant un
niveau d’expression de CXCL7 supérieur a 1 (n=9 et n=41 respectivement ; p< 0.0001). La
moyenne de survie sans récidive €tait également significativement plus faible dans le groupe
de forte expression de CXCL7 par rapport au groupe a faible expression avec un cut-off de

CXCL7 a1 :9.9 =+ 1.8 mois versus 29.2 + 2.4 mois respectivement, p=0,0015.
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Figure 14 : Survie Globale et sans récidive aprés hépatectomie selon le niveau

d’expression de CXCL7 (cut-off calculé a 1).

d/ CXCR4:

La survie globale des patients n’était pas significativement différente selon le niveau

d’expression de CXCR4, avec un cut-off calculé a 1. La moyenne de survie globale était de

38.72 + 2.19 mois pour les patients a faible expression de CXCR4 (n=29) et de 41.13 + 3.18

mois pour le groupe a forte expression (n=21), (p=0.52). (Figure 15).

La moyenne de survie sans récidive était de 24.03 = 2.57 mois dans le groupe a faible

expression de CXCR4 et de 26 = 3.6 mois dans le groupe a forte expression (p=0.98).

Nos résultats ont montré que 1’expression de CXCR4 dans les métastases hépatiques de

cancerx colorectaux n’était pas corrélée a une altération de survie des patients.
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Figure 15: Survie Globale et sans récidive aprés hépatectomie selon le niveau

d’expression de CXCR4 (cut-off calculé a 1).

En conclusion, ces premiers résultats, mettent en évidence un lien entre niveau
d’expression de CXCR2 et de son ligand CXCL7 sur la survie globale et la survie sans
récidive. Cette premiere analyse avait été effectuée sur la population totale c’est-a-dire a partir
des patients traités ou non par chimiothérapie néoadjuvante. Ces données nous ont amenées a
affiner notre analyse. Nous nous sommes ensuite intéressés a comparer ce lien dans les deux
sous-groupes distincts de patients, ayant regu ou non une chimiothérapie néoadjuvante. Notre
¢tude comparative de plusieurs récepteurs de chimiokines et de leurs ligands nous a permis de
dégager le couple CXCR2/CXCL7 comme associé a la reprise de progression tumorale et une

réduction de la survie.

- 80 -



e/ Expression des chimiokines et récepteurs de chimiokines : étude de corrélation avec la

survie globale et la survie sans récidive sur deux groupes de patients traités ou non par

chimiothérapie néoadjuvante :

Nous avons constaté que les surexpressions de CXCR2 et de son ligand CXCL7
¢taient corrélées, avec une survie globale et une survie sans récidive plus courte dans le sous-
groupe de patients traités par chimiothérapie néoadjuvante avant hépatectomie. (Figure 16).
De plus les corrélations de CXCR2 et de CXCL7 avec la survie globale et la survie sans
récidive présentaient un haut niveau de significativité¢, mais pas dans le sous-groupe de

patients traités par chirurgie seule.
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Figure 16 : Survie sans récidive aprés hépatectomie selon le niveau d’expression de
CXCR2 et de son ligand CXCL7 en fonction de I’administration ou non d’une

chimiothérapie néoadjuvante. Pour CXCR2 le cut-off était mesuré a 2 ; pour CXCL7 a 1.
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Ces résultats montrent que 1’augmentation des niveaux d’expression des transcrits de
CXCR2 ou CXCL7 est associé a un plus mauvais pronostic chez les patients qui ont recu une
chimiothérapie néoadjuvante. Ceci suggere que la chimiothérapie néoadjuvante pourrait jouer
un role dans la dérégulation de I’axe CXCR2/CXCL7 qui viendrait a son tour activer la

prolifération et I’invasion tumorale.

C/ Etude de la valeur pronostique de CXCR2 et CXCL7 sur la

survie globale et la survie sans récidive en analyse multivariée :

a/ Analyse multivariée de la survie globale et sans récidive :

Les paramétres suivant ont été testés pour leur association avec la survie globale ou la
survie sans récidive en analyse bivariée : expression de geénes d’intéréts en qRT-PCR,
traitements par chimiothérapie en adjuvant a la chirurgie colorectale initiale, facteurs de
confusion (stades T,N,M, localisation de la tumeur primitive colorectale, résection hépatique
synchrone ou non a la colectomie, 4ge au moment de la chirurgie colorectale, caractere
synchrone ou métachrone des métastases hépatiques, chimiothérapie administrée en

néoadjuvant a I’hépatectomie. (Tableau 9).

Les paramétres inclus dans I’analyse multivariée de survie étaient les
parametres avec un p<0.05 en analyse bivariée. Le faible nombre de patients ne permettait
d’inclure, dans chaque analyse multivariée, que 2 variables confondantes en plus du geéne

d’intérét.
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Paramétres p

Survie Globale Hépatectomie synchrone 0.99
Bevacizumab en néoadjuvant 0.03
Chimiothérapie adjuvante 0.9

a la colectomie

Survie sans récidive Stade TNM T3 0.43
Stade TNM T4 0.054
Stade TNM NO 0.065
Hépatectomie synchrone 0.21
Absence de chimiothérapie adjuvante 0.16

a la colectomie

Chimiothérapie néoadjuvante 0.59

Tableau 9: Analyse multivariée de la survie globale et sans récidive. Les parameétres

utilisés étaient préalablement sélectionnés en analyse bivariée avec un p<0.05.

b/ CXCR2 et CXCL7 :

Nous nous sommes attachés a déterminer si I’expression de CXCR2 et de son ligand CXCL7

pouvaient étre des facteurs indépendants modulant la survie globale ou sans récidive de nos patients.

En analyse multivariée, I’expression de CXCR?2 était un facteur indépendant de faible survie
globale et sans récidive (p=0.008 et p=0.004 respectivement) aprés ajustement avec I’administration
de chimiothérapie néoadjuvante et le caracteére synchrone ou métachrone des métastases hépatiques.
L’estimation de survie sans récidive n’était pas significativement liée au niveau d’expression de
CXCL7 (p=0,15), apres ajustement avec |’administration de chimiothérapie néoadjuvante et le

caractére synchrone ou métachrone des métastases hépatiques.

L’estimation de survie sans récidive était significativement moins bonne en cas

d’hyperexpression de CXCR2 (p=0,019), une fois exclus les facteurs de confusion liés au stade
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tumoral T de la tumeur primitive et le caractére synchrone ou métachrone des métastases hépatiques.
Le risque relatif de récidive (avec un intervalle de confiance a 95%) était alors de 1.036 (1.006- 1.066)

chaque fois que CXCR2 augmente de 1 unité.

Avec un niveau de cut-off d’expression de CXCR2 a 2, CXCR?2 était indépendamment associé
avec une diminution de survie globale et sans récidive (p=0.029 et p=0.01 respectivement) apres
ajustement sur 1’administration d’une chimiothérapie néoadjuvante et de bevacizumab. L’estimation
de survie sans récidive n’est pas significativement liée au niveau d’expression de CXCL7 (p=0,16)

apres ajustement sur I’administration d’une chimiothérapie néoadjuvante et de bevacizumab.

La survie actuarielle globale aprés hépatectomie était significativement liée au niveau
d’expression de CXCR2 et de son ligand CXCL7, quand les résultats sont ajustés a I’administration de

bevacizumab en néoadjuvant (p=0.001 et p=0.007 respectivement).

L’analyse multivariée réalisée sur le sous-groupe de patients qui ont recu une chimiothérapie
néoadjuvante a aussi identifi¢ le niveau d’expression de CXCR2 et CXCL7 comme facteurs

pronostiques indépendants de faible survie globale et sans récidive dans ce sous-groupe.

En analyse multivariée, CXCR4 et CXCLS8 n’étaient pas associés a la survie globale et sans

récidive.
Désormais, I’axe CXCR2/CXCL7 apparait comme une voie favorisant la récidive

métastatique chez des patients traités par chimiothérapie néoadjuvante puis hépatectomie pour

métastases de cancer colorectal.

D/ Comparaison de D’expression des chimiokines et de leurs

récepteurs entre les patients avant recu ou non une

chimiothérapie néoadjuvante :

Nous avons mesuré les médianes d’expression, en qRT-PCR, de CXCR2, CXCR4 et
de leurs ligands CXCL1, CXCL2, CXCLS5, CXCL6, CXCXL7, CXCLS8 et CXCL12et MIF au

sein des métastases hépatiques de nos patients. Nous avons ainsi pu comparer 1’expression de
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ces geénes entre les deux sous-groupes de patients en fonction de I’administration ou non de
chimiothérapie néoadjuvante a I’hépatectomie avec ou sans association a du bevacizumab.
L’objectif était de déterminer si 1’administration d’une chimiothérapie néoadjuvante a

I’hépatectomie pouvait influencer le niveau d’expression des génes d’intéréts.

a/ Expression de génes d’intéréts selon administration de chimiothérapie néoadjuvante :

Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative pour 1’expression de
CXCLI1, CXCL2, CXCLS5, CXCL6 et CXCL12 et MIF chez les patients ayant regu ou non un

traitement par chimiothérapie. Les résultats ne seront pas présentés.

Les résultats obtenus pour CXCR2, CXCR4, CXCXL7 et CXCL8 sont présentés dans
le tableau 10 et la figure 17.

Pas de
Chimiokines chimiothérapie Chimiothérapie
ou néoadjuvante néoadjuvante p
chimiokines Médiane Médiane
récepteurs (min- max) (min- max)
CXCR2 0.55 (0.07- 3.22) 1.89 (0.02- 50.92) 0.016
n=21 n=30
CXCR4 0.78 (0,06- 4.73) 0.87 (0.16- 10.15) 0.183
n=22 n=28
CXCL7 0.15 (0.01- 7.88) 0.40 (0.00- 7.85) 0.127
n=21 n=29
CXCL8 0.36 (0.03- 7.98) 0.24 (0.06- 2.48) 0.516
n=22 n=30

Tableau 10 : Médiane (minimum et maximum) de niveaux d’expression de CXCR2,
CXCR4, CXCL7 et CXCLS8 selon I’administration ou non d’une chimiothérapie

néoadjuvante.
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La médiane d’expression de CXCR2 était plus de trois fois supérieure dans le
groupe traitement (n=30) que dans le groupe contrdle (n=21) : 1.89 (0.02- 50.92) versus 0.55
(0.007- 3.22) respectivement, p=0.0016.

La médiane de niveau d’expression de CXCL7 était presque trois fois
supérieure dans le groupe traité (n=29) que dans le groupe controle (n=21), 0.40 (0.00-7.85)

versus 0.15 (0.001-7.88) respectivement, mais sans atteindre la significativité (p=0.127).
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L’administration d’une chimiothérapie néoadjuvante ne modifiait pas le niveau
d’expression de CXCL8 au sein des métastases hépatiques (p=0.516). La médiane
d’expression de CXCLS8 était de 0.24 (0.06- 2.48) dans le groupe chimiothérapie (n=30)
versus 0.36 (0.03- 7.98) dans le groupe contrdle (n=22).

Ainsi les résultats montrent qu’aprés traitement par chimiothérapie, les tumeurs
présentent des niveaux plus élevés de CXCR2 et de CXCL7. Ce qui suggere que les
traitements par chimiothérapie sélectionnent des cellules tumorales présentant une

dérégulation de I’axe CXCL7/CXCR2.

b/ Expression des génes d’intéréts selon administration de chimiothérapie néoadjuvante

associée a du bevacizumab :

Du bevacizumab était administré, en association avec les drogues de chimiothérapies
conventionnelles, chez 13 des 34 (38.2%) des patients traités en néoadjuvant. Nous nous
sommes donc intéressés au sous-groupe de patients traités par chimiothérapie néoadjuvante
associée a du bevacizumab (n=13). Nous avons comparées 1’expression de CXCR2, CXCR4
et des ligands CXCL7, CXCLS8 au sein des métastases hépatiques de ces patients, sous I’effet
d’une chimiothérapie néoadjuvante associée a du bevacizumab, a 1’expression de génes des

patients du groupe controle. (Tableau 11).
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Pas de Chimiothérapie
chimiothérapie néoadjuvante avec
Géne néoadjuvante bevacizumab p
Médiane Médiane
(min- max) (min- max)

CXCR2 0,55 (0{)7- 3,22) 2,96 (0,22- 37,23) 0,020
n=21 n=12

CXCR4 0,78 (0,_06- 4,73) 0,65 (0,_17- 6,43) 0,442
n=22 n=13

CXCL7 0,15 (0,_01- 7,88) 0,42 (0,_02- 7,85) 0,081
n=21 n=12

CXCLS 0,36 (0,_03- 7,98) 0,21 (0,_06- 2,48) 0,886
n=22 n=12

Tableau 11 : Médiane (minimum et maximum) de niveaux d’expression de CXCR2,

CXCR4, CXCL7 et CXCLS8 selon P’administration ou non d’une chimiothérapie

néoadjuvante associée a du bevacizumab.

La médiane de niveau d’expression de CXCR2 était significativement supérieure dans
le groupe traitée par chimiothérapie néoadjuvante associée au bevacizumab (n=12), 2,96(0,02-

37,23), par rapport au groupe contrdle (n=21), 0,55 (0,07- 3,22), p=0.02.

La médiane d’expression du ligand CXCL7 était également supérieur dans le groupe
traité par chimiothérapie associée au bevacizumab (n=12), 0,42 (0,02- 7,85), versus 0,15

(0,01- 7,88) dans le groupe controle (n=22) mais sans atteindre la significativité (p=0.081).

(Figure 18).

Il n’était pas constaté¢ de différence significative pour I’expression de CXCLS et

CXCR4.
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Les résultats obtenus sont donc proches de ceux obtenus avec la comparaison des groupes

chimiothérapie versus contréle.

¢/ Etude de ’influence du bevacizumab sur I’expression des génes d’intéréts :

Dans le but d’analyser les effets de I’addition d’une biothérapie anti-VEGF, et du
bevacizumab en particulier, sur I’expression de CXCR2, CXCR4, CXCL7 et CXCLS8, nous
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avons comparé 1’expression de ces génes au sein des métastases hépatiques de patients traités
par chimiothérapie néoadjuvante avec ou sans bevacizumab. Notre intérét se portait

particulierement sur I’expression de CXCR2 et CXCL7. (Tableau 12).

Nos résultats montrent 1’absence de surexpression de CXCR2 ou de son ligand

CXCL7 en fonction de I’adjonction ou non de bevacizumab (p=0.53 et p=0.57

respectivement). (Figure 19).

chimiothérapie Chimiothérapie
néoadjuvante sans néoadjuvante avec
Geénes bevacizumab bevacizumab p
Médiane Médiane
(min- max) (min- max)
1,64 (0,04- 50,92) 2,96 (0,02- 37,23)
CXCR2 n=18 n=12 0,53
CXCR4 1 (O,l(i— 10,15) 0,65 (0,_17— 6,43) 0.42
n=15 n=13
0,38 (0- 6,97) 0,42 (0,02- 7,85)
CXCL7 n=17 n=12 0,57
CXCLS 0,27 (0,_01— 0,98) 0,21 (0,_06— 2,48) 0,93
n=18 n=12

Tableau 12: Niveau d’expression (médiane, minimum et maximum) de CXCR2 et

CXCL7 selon adjonction de bevacizumab au protocole de chimiothérapie néoadjuvante.

Ainsi, les effets de sélection de cellules tumorales avec dérégulation de 1’axe
CXCR2/CXCL7 semblent induits par les traitements de chimiothérapie plutdt que par le

bevacizumab.
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Figure 19 : Comparaison d’expression de CXCR2 et CXCL7 selon adjonction de
bevacizumab au protocole de chimiothérapie néoadjuvante. (NC :chimiothérapie

néoadjuvante ; NC+ beva : chimiothérapie néoadjuvante associée au bevacizumab).

Comme pour la chimiothérapie, 1’adjonction de bevacizumab ne modifie pas

I’expression du couple CXCR4/CXCLS. (Figure 20).
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Ainsi, les effets sur la surexpression de ces chimiokines et récepteurs de chimiokines

semblent essentiellement induits par les agents de chimiothérapie.

E/ Analyse immunohistochimique :

Le premier objectif de ces analyses en IHC était de vérifier, au niveau protéique,
I’expression de CXCR2 et de son ligand CXCL7. Le second objectif était de déterminer un
site préférentiel d’immunofixation pour le récepteur CXCR2. L’analyse de la littérature (role
de CXCR?2 dans la chimiotaxie des cellules endothéliales, rle de CXCR2 dans I’angiogénése,
CXCR?2 récepteurs des chimiokines ELR...) et notre hypotheése de travail nous laissait penser
a une immunofixation sur les vaisseaux et capillaires du tissu tumoral et du

microenvirronnement péritumoral.

L’¢laboration du modele d’IHC s’est avérée difficile. Le niveau de dilution de 1’anticorps

primaire a été difficile a déterminer pour obtenir un marquage fiable et interprétable. (Figure
21).
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Figure 21: Témoin positif. IHC sur coupe de colon normal humain. Marquage de
CXCR2. Coupes histologiques en coloration a I’hématoxyline éosine safran et bleu Astra
avec marquage de CXCR2 (fleche). Grossissement X100. CXCR2 apparait principalement

exprimé au sein des cellules bordantes des cryptes glandulaires coliques.
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a/ Scores semiquantitatifs de fixations :

al/ CXCR2 :

Les données d’IHC pour 1'un des patients du groupe chimiothérapie n’ont pas été

exploitables (marquage diffus ininterprétable) et il a été exclu de I’analyse.

L’analyse immunohistochimique des échantillons de métastases hépatiques a montré
un marquage intense de CXCR2 dans les cellules tumorales épithéliales des patients traités.Un
faible marquage ¢était constaté au niveau des capillaires tumoraux ou des cellules
endothéliales. L’immunomarquage de CXCR2 était faible ou indétectable dans le parenchyme

hépatique sain péritumoral.

L’immunomarquage de CXCR2 était plus prononcé dans le groupe de patients traités
par chimiothérapie néoadjuvante combiné au bevacizumab que dans le groupe contrdle, aussi
bien en termes d’importance de fixation que d’intensité de fixation. (Figure 22).

Ainsi la surexpression de CXCR2 chez les patients ayant recu une chimiothérapie
néoadjuvante concerne les cellules tumorales suggérant le role éventuel de ce récepteur dans

la prolifération tumorale et la dissémination métastatique de ces cellules.
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Figure 22: Immunomarquage de CXCR2 sur coupes histologiques de métastases

hépatiques d’adénocarcinome colorectal. Patient ayant recu (A) ou non (B) une
chimiothérapie néoadjuvante associé a du bevacizumab.1: coupes histologiques en
coloration standard a I’hématoxyline éosine safran (HES). 2 et 3: Coupes histologiques
en coloration a I’hématoxyline éosine safran et bleu Astra avec marquage de CXCR2. 1

et 2: grossissement X100 ; 3 : grossissement X400.

a2/ CXCL7 :

Une analyse en THC a ¢été réalisée sur les coupes histologiques de métastases

hépatiques sur la méme sélection de patients.

Il a été globalement difficile d’obtenir un marquage de bonne qualité. (Figure 23).

Plusieurs hypothéses ont été évoquées pour expliquer cette absence de résultat : un manque
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d’efficacité de I’anticorps anti-CXCL7 utilisé (seul anticorps disponible a la vente sur le
marché au moment de la réalisation de ces analyses) ou un manque de sensibilit¢ de

I’anticorps anti-CXCL7 utilisé du fait des tres faibles concentrations produites de CXCL7 au

sein des tissus.

Figure 23: Immunomarquage de CXCL7 sur coupes histologiques de métastases

hépatiques d’adénocarcinome colorectal. A : patient 4 du groupe contrdle. B : patient 2 du
groupe chimiothérapie. 1: Coupes histologiques en coloration standard a 1’hématoxyline
¢osine safran (HES) 2 : Coupes histologiques en coloration a I’hématoxyline éosine safran et

bleu Astra avec marquage de CXCL7. Grossissement X100
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Partie Il : Modele murin

En complément des résultats obtenus a partir de 1’analyse sur tissus de patients, nous
avons cherché a mettre au point un modele murin de chimiorésistance pour pouvoir étudier

éventuellement le réle de I’axe CXCR2/CXCL7 dans le développement tumoral.

A/ Mod¢le murin de xénogreffes sous-cutanées :

L’injection de I’inoculum de cellules tumorales d’adénocarcinome humain, HT29, a

été réalisée en sous-cutané au flanc droit chez 36 souris SCID.

Sur les 36 individus, 30 ont recu un protocole de chimiothérapie par injection directe
intrapéritonéale. Six individus n’ont pas été traités et ont constitué le groupe contréle. Aucun
déceés n’a été constaté durant la période de surveillance. Aprés une période de croissance
tumorale de 8 semaines environ, les individus des groupes traitements ont recu des injections
intrapéritonéales de chimiothérapie a J1, J5, J9, J13. 1l était initialement envisagé de réaliser
une seconde série de 4 injections de chimiothérapie a partir de J20, mais la taille importante
des tumeurs et leur croissance rapide avec risque d’ulcération, notamment dans le groupe
contrdle, a nécessité 1’interruption du protocole. Tous les individus ont été sacrifiés 21 jours

apres la premiére injection de chimiothérapie. (Figure 24).

Ces données montrent une croissance des xénogreffes sous-cutanées réguliere chez
tous les individus. On note une croissance tumorale rapide dans le groupe contrdle avec un
volume tumoral quasiment deux fois plus important dans le groupe contréle par rapport aux
autres groupes, au jour de la derniére injection. Ces constatations sont probablement liées a
I’efficacité des différents protocoles de chimiothérapie permettant de limiter la croissance

tumorale.
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A ) .
Evolution de la croissance tumorale de la tumeur
HT-29 s.c traitée apr une association FOLFIRI +
AVASTIN
§  2000,0
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Jour de mesure

B Poocle a5 s

Avastin 489,0 415,1 514,9 716,6
5-FU 40 mg/kg 629,6 798,8 891,0 1056,7
IRINO 40 mg/kg 605,3 569,0 739,1 909,5
Folfiri 700,5 861,3 840,7 934,0
Folfiri + AVA 602,9 527,3 553,1 612,5
TEMOINS 958,8 1005,0 1681,6 1715,6

Figure 24: A: Courbes de croissance des tumeurs sous-cutanées obtenus apreés
xénogreffe sous cutané d’un inoculum de cellules HT29 chez des souris SCID, durant la
phase d’administration de la chimiothérapie. B : volumes tumoraux médians de chaque

groupe exprimés en mm’.

a/ Analyse anatomopathologique conventionnelle:

L’analyse des coupes histologiques des prélévements de xénogreffes tumorales sous-
cutanées a montré une prolifération tumorale d’aspect peu différenciée associée a de larges
plages de nécrose. La différenciation entre zones tumorales, zones de nécrose et tissu sain
s’est avérée difficile. Les zones tumorales étaient constituées d’amas de cellules tumorales

sans réelle organisation du microenvironnement.
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b/ Expression de génes en qRT-PCR :

Trente-six fragments de tumeurs ont été analysés en QRT-PCR pour I’expression des
geénes murins cxcr2, cxerd et cxcl7 au sein du stroma tumoral et des genes humains CXCR2,
CXCR4 et CXCL7. Les résultats sont exprimés en 2 **“", puis calculés en prenant comme
résultats de référence la moyenne des résultats des témoins (souris non traités) ramenée a 1.

L’analyse en qRT-PCR a été réalisée en utilisant des amorces murines et des amorces
humaines afin de différencier 1’origine des modifications éventuelles d’expressions entre les
cellules tumorales et les cellules du stroma. Nous avons distingués les groupes de souris en
fonction du type de traitement administré : Controle, 5 FU seul, Irinotecan seul, Bevacizumab

seul, FOLFIRI et FOLFIRI-Bevacizumab.
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Figure 25 : Expression de cxcr2, cxcr4 et cxcl7 en qRT-PCR, au sein des prélévements
de tissus tumoraux issus de xénogreffes sous-cutanées sur souris SCID apres inoculation
de cellules HT29. Les niveaux d’expression d’ARNm des genes d’intéréts sont exprimés

en 27", Amorces de qRT-PCR d’origine murine.
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A Tlaide des amorces murines de qRT-PCR, il est montré une tendance a la
surexpression de cxcr2 et de cxcl7 pour deux individus dans le groupe traité par
chimiothérapie a base de FOLFIRI mais sans significativité. Il est également montré une
tendance a la surexpression de cxcr2, cxcrd et cxcl7 dans le groupe traité par FOLFIRI
combiné a du bevacizumab mais sans significativité. Ainsi cxcl7 présente une nette tendance
a la surexpression pour certains individus des deux groupes FOLFIRI et FOLFIRI-

bevacizumab par rapport au groupe contrdle. (Figure 25).

Nous avons ensuite examiné les souris traitées dans leur ensemble.

A CYCI2 , amorces murines B CXCR2, amorces humaines
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Figure 26 : Expression de cxcr2 et CXCR2 au sein des prélévements de tissus tumoraux
issus de xénogreffes sous-cutanées sur souris SCID, apres inoculation de cellules HT29.
Les niveaux d’expression d’ARNm des génes d’intéréts sont exprimés en 2 “*“". Amorces de
qRT-PCR d’origine murine pour cxcr2 (A) et humaine pour CXCR2 (B). Comparaison des
groupes d’individus traités par FOLFIRI et FOLFIRI associ¢ a du bevacizumab au groupe

contrdle.

Avec les amorces d’origine murine, le niveau d’expression de cxcr2 en qRT-PCR était
plus élevé, mais sans atteindre la significativité, dans le groupe des individus traités par
chimiothérapie que dans le groupe contrdle. Le niveau moyen d’expression de cxcr2 dans le
groupe chimiothérapie était de 2.15+ 3.34 versus 1+ 0.8 dans le groupe contrdle (p=0.6).
(Figure 26).

-99 -



A T’aide des amorces humaines de qRT-PCR, I’analyse des résultats montre des
niveaux d’expression tres faible pour CXCR2, CXCR4 et CXCL7. Aucun des groupes traités
ne présente de niveau d’expression significativement supérieur au groupe contrdle. (Figure

27).
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A T’aide des amorces d’origine humaine, il n’y avait pas de différence d’expression de
CXCR2 entre le groupe controle (n=6) et le groupe d’individus traités par chimiothérapie
(Groupes FOLFIRI et FOLFIRI associ¢ au bevacizumab, n=12) : La moyenne d’expression
était 1+1,17 et 0,84+1.74 respectivement (p=0.77).
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Les faibles niveaux d’expression sont probablement en lien avec 1I’importance des
zones de nécrose constatées en analyse anatomopathologique conventionnelle, la faible
proportion de cellules tumorales viables au sein du tissu tumoral ou encore le caractére peu

différencié des cellules tumorales exprimant peu, de fagon constitutive, nos génes d’intéréts.

B/ Mod¢le murin de xénogreffes ortotopiques intracaecales :

Aux vues des résultats peu contributifs du protocole de xénogreffes sous-cutanées de
cellules humaines d’adénocarcinome colique HT29, nous avons décidé de la réalisation d’un
protocole de xénogreffes, toujours de cellules HT29 sur souris SCID, mais en situation
orthotopique. L’objectif des xénogreffes en situation orthotopique intracaecale était de faire
intervenir le microenvironnement colique dans le développement des tumeurs. Le
microenvironnement péritumoral pouvant alors favoriser la production de CXCR2, CXCR4 et

CXCL7 (109).

L’une des difficultés du modéele tenait dans I’importante mortalité per opératoire en
lien avec une fragilité des souris a I’anesthésie, et une mortalité post-opératoire précoce en
rapport avec des complications chirurgicales. Tout comme pour le protocole de xénogreffes
sous-cutanées nous avons constaté une progression tumorale rapide des xénogreffes tumorales
intracaecales. Les tumeurs ont entrainé le décés d’un individu dans le groupe chimiothérapie a
J19 et tardivement de 3 individus dans le groupe controle a J25, J32, J33. Du fait de la franche
altération de 1’état général des individus survivants avec risque de déces rapide et prématuré
pour certains, en accord avec le protocole éthique fixé pour le modele, il a été décidé
d’interrompre le protocole avant la fin du second cycle de chimiothérapie. L’ensemble des
individus ont été sacrifiés a J33. Une seconde série de xénogreffes intracaecales a été réalisée
afin d’obtenir un groupe contrdle de 5 individus.

Au total des fragments de tumeurs ont été prélevés sur 10 individus.

a/ Analyse anatomopathologique :

L’analyse anatomopathologique des tumeurs issues de xénogreffes intracaecales a

montré des tumeurs d’aspect peu différenci€, associant des plages de nécrose et des amas de
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cellules tumorales associées sans réelle organisation semblant infiltrer un tissu sain. (Figure
28). Il était retrouvé des structures pouvant évoquer des capillaires, vaisseaux sanguins ou

lymphatiques probablement issus des tissus sains péritumoraux.
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Figure 28 : Coupes histologiques en coloration standard a I’hématoxyline éosine safran
(HES), de xénogreffes orthotopiques intracaecales issues de cellules tumorales humaines
HT29. A : coupes de xénogreffe issues d’un individu du groupe contréle. B : coupes de

xénogreffes issues d’un individu du groupe chimiothérapie.

-102 -



b/ Expression de génes en qRT-PCR :

L’analyse en qRT-PCR des fragments tumoraux issus des xénogreffes orthotopiques a
¢été réalisée pour chacun des individus en utilisant des amorces d’origine humaine afin
d’analyser I’expression de nos genes d’intéréts au sein des cellules tumorales, et des amorces
d’origine murine afin d’analyser 1I’expression de geéne au sein du microenvironnement tumoral

d’origine murine.

Au total les tissus tumoraux de 5 souris traitées (FOLFIRI-bevacizumab) et de 5
souris contréles ont été utilisés. Les résultats bruts ont montré un niveau d’expression des
genes d’intéréts exploitable. Apres analyse des résultats, les données de I’un des individus du
groupe contrdle se sont avérés aberrantes, et 1’individu a été exclu.

L’analyse en qRT-PCR avec les amorces d’origines murines n’a pas été possible sur I’un des
individus du groupe chimiothérapie. Le groupe chimiothérapie a donc été réduit a 4 individus

pour cette analyse.

L’analyse des résultats d’expression de genes, que ce soit a I’aide d’amorces
d’origines murines ou d’amorces humaines, montre un trés faible niveau d’expression de nos
genes d’intéréts pour 1I’ensemble des individus et en particulier pour les souris du groupe
chimiothérapie. Les niveaux de concentration d’ARN mesurés au sein des tumeurs
intracaecales se sont avérés ininterprétables. L’une des explications pourrait-&tre une

dégradation des ARN au sein de ces tumeurs intracaecales.

¢/ Immunohistochimie :

Une analyse d’expression de CXCR2 et CXCL7 a été réalisée par immunohistochimie.
Les données sont exprimées par score semi-quantitatif. Les lames histologiques marquées
pour la souris témoin 2 se sont avérées ininterprétables et la souris a été exclue du protocole.
En ce qui concerne I’analyse d’immunomarquage de CXCL7, les lames de la souris

chimiothérapie 1 se sont avérées ininterprétables et cette souris a été exclue.
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cl/ Expression de cxcr? :

L’analyse semi-quantitative d’immunomarquage de cxcr2 semble montrer une
expression plus marquée pour les souris du groupe chimiothérapie que pour les souris du
groupe controle, que ce soit au niveau des zones tumorales ou au niveau des zones saines, en

importance de fixation et intensité de fixation. (Tableau 13).

Nécrose
cxer2 Zone tumorale Zone saine tumorale
(%)
. . Intensité de Importance Intensité de Importance
Individus . . . )
fixation de fixation fixation de fixation
Souris T1 ++ + ++ ++ 0
Souris T3 + + + + 30
Souris T4 ++ + + + 5
Souris C1 et ++ ++ ++ 0
Souris C2 +++ ++ +++ +++ 0
Souris C3 +++ o+ o+ +++ 0
Souris C4 ++ + ++ + 0
Souris C5 +++ ot ++ + 0

Tableau 13: Expression de cxcr2 en immunohistochimie, sur tissus tumoraux de
xénogreffes intracaecales de cultures de cellules HT29 sur souris SCID. Score semi-
quantitatif évaluant 1’expression de 0 : absence d’expression, a +++ : trés forte expression.
Les souris T correspondent aux individus témoins, les souris C aux individus traités par
chimiothérapie avant sacrifice. L importance de la nécrose tumorale est évaluée sur les coupes

histologiques utilisées pour 1’analyse anatomopathologique.

Il est constat¢ un immunomarquage présent au niveau de ce qui semble étre des
cellules endothéliales de capillaires sanguins et des cellules bordantes de canaux

lymphatiques, pouvant témoigner du role de cxrcr2 dans la néovascularisation tumorale.

(Figure 29).
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Figure 29: Immunomarquage de cxcr2 sur coupes histologiques de xénogreffes
orthotopiques intracaecales de cellules HT29 sur souris SCID. Haut : souris T1 du groupe
témoin. Bas: souris C5 du groupe chimiothérapie. A gauche, coupes histologiques en
coloration standard a 1’hématoxyline €osine safran (HES). A droite, coupes histologiques en
coloration a I’hématoxyline éosine safran et bleu Astra avec marquage de cxcr2.
Grossissement : X400. Fleches : repérage des cellules endothéliales de capillaires sanguins et

des cellules bordantes de canaux lymphatiques.

c2 : Expression de cxcl7 :

De fagon similaire aux données concernant I’immunomarquage de cxcr2, il a été
constaté un immunomarquage semblant plus important et plus intense pour cxcl7 au sein des

zones tumorales. (Tableau 14 — Figure 30).
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Nécrose

cxel7 Zone tumorale Zone saine tumorale
(%)
Individus Intensité¢ de | Importance | Intensité de | Importance
fixation de fixation fixation de fixation
Souris T1 ++ + ++ + 0
Souris T3 ++ + + + 30
Souris T4 + + 0 0 5
Souris C2 ++ ++ ++ ++ 0
Souris C3 +++ 4+ ++ ++ 0
Souris C4 + + ++ + 0
Souris C5 ++ ++ ++ + 0

Tableau 14: Expression de cxcl7 en immunohistochimie,
xénogreffes intracaecales de cultures de cellules HT29, sur souris SCID. Score semi-
quantitatif évaluant I’expression de 0 : absence d’expression, a +++ : trés forte expression.
Les souris T correspondent aux individus témoins, les souris C aux individus traités par

chimiothérapie avant sacrifice. L importance de la nécrose tumorale est évaluée sur les coupes

histologiques utilisées pour 1’analyse anatomopathologique

Toutefois, 1’interprétation des données de marquages pour cxcl7 s’est avérée difficile

pour certains individus avec un marquage peu spécifique et parfois diffus et un aspect de

« bruit de fond » important.

sur tissus tumoraux de
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Souris T3 :

Figure 30: Immunomarquage de cxcl7 (fleches) sur coupes histologiques de xénogreffes
orthotopiques intracaecales de cellules HT29 sur souris SCID. Haut : souris T3 du groupe
témoin. Bas: souris C5 du groupe chimiothérapie. A gauche, coupes histologiques en
coloration standard a 1’hématoxyline éosine safran (HES). A droite, coupes histologiques en

coloration a [I’hématoxyline ¢osine safran et bleu Astra avec marquage de cxcl7.

Grossissement : X400.

En conclusion, les modéles de xénogreffes établis n’ont permis d’obtenir que des
données préliminaires. Nous avons noté certaines tendances a une augmentation d’expression
de nos genes d’intéréts chez les souris traitées mais sans significativité statistique. Le modé¢le
de xénogreffe intracaecale n’a pas montré de supériorité par rapport au modele de xénogreffe
sous-cutanée, au contraire. Le manque de résultats significatifs pourrait étre di a la faible
durée de traitement par chimiothérapie chez la souris ne permettant pas une réelle sélection

des cellules CXCR2"
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Discussion
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Classiquement, le traitement des métastases hépatiques, synchrones ou métachrones,
de cancer colorectal nécessite une chimiothérapie néoadjuvante avant chirurgie hépatique
d’exérese. L’administration d’une chimiothérapie néoadjuvante est d’autant plus intéressante
quand les métastases hépatiques, de par leur nombre, leurs tailles ou leurs localisations
apparaissent initialement non résécables ou résécables avec risque de marges de sécurité
insuffisantes apres étude du bilan d’imagerie réalisé. Les protocoles de chimiothérapie utilisés
conventionnellement associent du 5 FU avec de 1’acide folinique et de I’irinotécan ou de
I’oxaliplatine administrées en 6 cures préopératoires (110). Le traitement chirurgical des
métastases hépatiques est entrepris 2 a 5 semaines apres la derniere administration de
chimiothérapie ou apres 5 a 6 semaines en cas d’administration conjointe d’un anti-VEGF tel
que le bevacizumab (111, 112).

La chimiothérapie néoadjuvante est bien souvent administrée aux patients présentant
un risque évolutif plus péjoratif. La chirurgie étant souvent proposée d’emblée aux patients
présentant une ou plusieurs métastases facilement résécables (113). Quoiqu’il en soit les
résultats sont souvent décevants. Les données de la littérature ne semblent pas montrer de
bénéfice de survie globale ou sans récidive en cas d’administration de chimiothérapie

néoadjuvante (114-116).

Nous avons montré que le niveau d’expression de CXCR2 et de CXCL7 dans les
métastases hépatiques de cancers colorectaux était plus €élevé chez les patients ayant recu une
chimiothérapie néoadjuvante a base de SFU. L’augmentation du niveau de transcrits de
CXCR?2 au sein des métastases hépatiques étant particulierement significative. Nos résultats
suggerent que la chimiothérapie pourrait sélectionner des clones cellulaires tumoraux plus
agressifs dont la voie de signalisation de CXCR2 serait dérégulée. Une partie de ces
mécanismes pourraient expliquer certains phénomenes de résistance précoces ou tardifs aux
chimiothérapies et de progression tumorale. Il est intéressant de constater que notre travail
montre que I’administration de thérapeutique anti-VEGF tel que le bevacizumab ne modifie
pas le profil d’expression de CXCR2 et de ses ligands au sein des métastases hépatiques de
cancer colorectaux.

En effet, il aurait été suggéré que 1’une des voies de résistance au traitement anti-VEGF était

I’activation de voies alternes de néoangiogénése et notamment la voie CXCL8/CXCR2 (86,
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89, 90). Néanmoins, il est possible que ’augmentation de 1’expression de CXCR2 sous
chimiothérapie ou sous thérapie anti-VEGF stimule la néoangiogénése et favorise la
récurrence tumorale en partie par ce mécanisme. CXCR2 supportant le signal de toutes les

chimiokines proangiogéniques ELR+ et la chimiotaxie des cellules endothéliales.

Nos résultats ont aussi montré que le niveau d’expression de CXCR?2 était corrélé avec
une survie sans récidive et une survie globale réduite chez les patients présentant des
métastases hépatiques de cancers colorectaux. Deux ligands de CXCR2, CXCL7 et CXCL8
ont également un niveau d’expression corrélée a la survie globale, et a la survie sans récidive
pour CXCL7. Ces résultats suggerent que la voie CXCL7/CXCR?2 est activée dans les cellules
chimiorésistantes résiduelles et que cette voie joue un role dans la rechute tumorale.

L’identification d’une surexpression de CXCR2 au sein de métastases hépatiques
comme facteur prédictif de récidive tumorale et de plus faible survie était confirmée en
analyse multivariée apres exclusion de facteurs de confusion tels que 1’administration d’une
chimiothérapie néoadjuvante ou 1’administration néoadjuvante de biothérapie anti-VEGEF telle
que le bevacizumab. Notre analyse statistique multivariée a également identifi¢ le niveau
d’expression de CXCR?2 et de son ligand CXCL7 au sein des métastases hépatiques, comme
facteurs pronostiques indépendants de faible survie globale et de survie sans récidive dans le
sous-groupe de patients ayant recus une chimiothérapie néoadjuvante. Ces résultats supportent
I’implication potentielle d’une voie de signalisation dépendante de CXCR2 dans la récidive
tumorale, et ceci particuliérement dans le sous-groupe de patients ayant recu un traitement par

chimiothérapie.

En ce qui concerne notre modele murin de xénogreffes sous-cutanées, les résultats
d’expression de genes en qRT-PCR se sont avérés difficiles a interpréter, du fait du tres faible
niveau d’expression de nos génes. Néanmoins, a 1’aide d’amorces murines, une tendance a la
surexpression de cxcr2 et de son ligand cxcl7 dans le groupe de souris traitées par FOLFIRI
par rapport au groupe contrdle a été observée. Des données similaires sont constatées avec le
groupe de souris traitées par FOLFIRI associ¢ a du bevacizumab. Ces résultats suggerent
I’implication de cxcr2 et de cxcl7 au sein du microenvironnement tumoral d’origine murin
sous la pression de la chimiothérapie. En revanche, peu de différence d’expression ont été
observées avec les amorces d’origine humaine. Il a été décrit que I’expression de CXCR2 au

sein des cellules tumorales coliques était dépendante du microenvironnement tumoral (106).
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Nous avons ainsi entrepris la mise au point de modéle de xénogreffes orthotopiques de
tumeurs d’origine colique humaine au sein de caecum de souris SCID. Les tissus tumoraux
greftés étaient des fragments macroscopiquement viables de tumeurs sous cutanées obtenus
par injection en  sous-cutanées de cellules HT29 sur souris  SCID.
La difficulté rencontrée était, comme constaté avec notre modele de xénogreffe sous-cutanée,
une évolution rapide des tumeurs dans le groupe controle nécessitant finalement une
diminution de la durée d’administration de la chimiothérapie et un sacrifice des individus
avant le terme échu afin de ne pas risquer la perte compléte du protocole.

Finalement les résultats des xénogreffes orthotopiques €taient plutdt décevants. Les résultats
obtenus par qRT-PCR ne se sont pas avérés exploitables, les niveaux d’expression de nos
genes d’intéréts restant trés faibles. Par contre en IHC une différence a été constatée. Ces
résultats préliminaires nécessitent d’étre confortés.

Plusieurs alternatives peuvent étre proposées pour améliorer la pertinence des modéles de
xénogreffes : premierement, prolonger au maximum la durée d’administration de la
chimiothérapie en organisant une période de pause thérapeutique de plusieurs jours avant le
sacrifice, afin de lever 1’état de sidération des cellules tumorales 1ié a 1’administration de la
chimiothérapie. Deuxiémement, envisager des transplantations en série sur différents animaux
afin de pouvoir administrer plus longtemps la chimiothérapie et obtenir des tumeurs
chimiorésistantes. Troisiémement, utiliser un modele de développement métastatique dans le
foie, par injection directe de cultures de cellules cancéreuses humaines dans la veine porte. Ce
dernier modéle présente I’avantage de favoriser le développement de métastases hépatiques et
donc de permettre 1’analyse des phénomenes liés a leur développement et a leur évolution
sous traitement. Avec une morbidité acceptable, les injections intraportales de cellules HT29
permettrait le développement de métastases hépatiques chez 89% des individus (117).

Seulement la transplantation en série dans ce cas serait plus délicate.

Les données de la littérature ont montré la présence du récepteur CXCR2 dans les
cellules tumorales, les cellules endothéliales, les neutrophiles et les macrophages au sein des
tumeurs (118). Ning et al. ont montré que la transfection de CXCLS, au sein de cellules de
cancer colique humain, augmentait leur capacité de prolifération, de migration et d’invasion

(119). Le blocage de la voie de signalisation de CXCR2 par un antagoniste de CXCR2, le
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SCH-527123, dans des cellules humaines de cancer colorectal HCT116 et Caco2
surexprimant de fagon constitutive CXCLS, inhibe la prolifération, la croissance et I’invasion
de ces cellules dans un essai in vitro et dans des modéles de xénogreffes sur souris
immunodéficientes (120). Apres obtention de tumeurs de volume d’approximativement 100
mm3 les souris €étaient divisées en plusieurs groupes : controle, SCH-527123, oxaliplatine et
association SCH-527123-oxaliplatine. Ils ont montré un effet antiprolifératif dose-dépendant
de SCH-527123 sur les cultures cellulaires. Ils ont également montré in vivo que SCH-
527123 diminuait la croissance tumorale et la densité de microvaisseaux au sein des tumeurs
en comparaison avec le groupe contrdle. Leurs résultats précliniques concluaient que
I’association de SCH-527123 avec de [’oxaliplatine entrainait une diminution de la
prolifération cellulaire, de la croissance tumorale, de 1’angiogénése et une augmentation de
I’apoptose de fagon plus importante qu’avec 1’oxaliplatine seule.

Wang et al ont confirmé la présence de CXCL1 et de CXCL2, deux ligands de CXCR2, au
sein de tissus tumoraux de cancer de I’cesophage en qRT-PCR et en immunohistochimie
(121). Leurs résultats suggerent que les voies de signalisation CXCL1/CXCR2 et
CXCL2/CXCR2 contribuent significativement a la prolifération des cellules tumorales
cesophagiennes et que cette voie de signalisation doit étre impliquée dans la tumorogénése
cesophagienne. A 1’aide d’une lignée cellulaire de cellules de cancer de I’cesophage, la lignée
WHCOLI, ils ont montré que le blocage de CXCR2 par un antagoniste tel que le SB255002 ou
I’inhibition de CXCL2 par un antagoniste spécifique diminuait I’activité de la voie de
signalisation ERK 1/2 normalement activée par I’intermédiaire de CXCR2. Ils ont montré
¢galement que les cultures de clones cellulaires stables de WHCOI transfectées par un
siRNA de CXCL1 ou CXCL2, présentaient une diminution de 1’activation de la voie ERK 1/2
(80% de réduction pour CXCL2 siRNA). Ces clones cellulaires exprimant CXCL1 siRNA et

CXCL2 siRNA présentaient une diminution de prolifération de 20% et 50% respectivement.

Au sein des métastases hépatiques de nos patients, nos résultats d’IHC ont montré la
présence majoritaire de CXCR2 dans les cellules épithéliales tumorales suggérant
I’implication de ce récepteur dans le comportement des cellules tumorales aprés activation par
leurs ligands. Un faible marquage de CXCR2 au sein des cellules endothéliales bordant les
vaisseaux ou capillaires visibles sur les coupes histologiques a aussi été noté. La constatation
d’un signal plus important, de CXCR2, en IHC au sein des cellules épithéliales tumorales des

prélevements de patients traités par chimiothérapie néoadjuvante par rapport aux patients non
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traités, pourrait témoigner d’une activation des voies de signalisation de CXCR2 sous 1’effet
de la chimiothérapie. Il s’agit 1a peut-étre d’une activation de voie de défense de la cellule
tumorale épithéliale sous la pression de la chimiothérapie. La surexpression de CXCR2 au
sein des métastases hépatiques sous I’effet de la chimiothérapie, la constatation d’un signal
plus marqué de CXCR2 en IHC dans le tissus tumoral des individus traités par chimiothérapie
ainsi que le plus mauvais pronostic de survie des patients présentant une expression tumorale
forte de CXCR2 laissent a penser que I’axe CXCR2/ligand joue trés certainement un role dans
la chimiorésistance. Les mécanismes sont encore inconnus. Mais le caractére proangiogénique
de CXCR2 peut orienter vers I’existence d’une voie de néoangiogénese tumorale, alternative
a la voie classique du VEGF et activée par 1’intermédiaire de ce récepteur. Le role de la voie
de CXCR2 dans la chimiorésistance, sera une trés probable piste de recherche dans le but
d’obtenir de nouvelles thérapeutiques pour les patients en évolution métastatique sous

chimiothérapie.

Il a été montré que I’activation de CXCR2 présent au sein du microenvironnement
tumoral favorisait la prolifération cellulaire, la migration cellulaire et I’invasion tissulaire
(106). Ainsi, Lee et al. ont utilis¢ des souris immunodéficientes (Nude) transgéniques
exprimant cxcl8 de fagcon spécifique dans la peau (souris K14-hIL-8/nu) pour évaluer la
croissance tumorale et le développement métastatique apres xénogreffes souscutanées de
cellules de cancer colique murin CT26 ou de cellules de cancer colique humain HCT116. Ils
ont également utilis¢ un second modele de xénogreffes de cellules CT26 ou HCT116 sur
souris cxcr2 KO pour étudier la contribution de CXCR2 dans le microenvironnement a la
croissance tumorale. Enfin ils ont utilis¢ un modéle de développement métastatique par
injection d’un inoculum d’un million de cellules HCT116 injectées directement dans la
circulation veineuse, au niveau de la queue, de souris contrdles et de souris K14-hIL-8/nu. Ils
ont ainsi montré qu'un niveau ¢élevé de cxcl8 dans le sérum et le microenvironnement tumoral
augmentait de facon importante la croissance des cellules de cancer colique humain et murin
avec une majoration de 1’angiogenése péritumorale et favorisait également 1’extravasation de
cellules tumorales dans le poumon et le foie. La croissance tumorale était par contre inhibée
chez les souris cxcr2 KO avec une réduction significative de 1’angiogenese tumorale et une
augmentation de la nécrose tumorale. Au final leurs résultats permettaient de conclure qu’une
augmentation d’expression de CXCL8 dans le microenvironnement tumoral favorisait la

croissance tumorale et le développement de métastases, et que I’absence de récepteur CXCR2
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dans le microenvironnement inhibait la croissance des cellules cancéreuses. Cette étude
témoigne du rdle critique du couple CXCL8/CXCR2 au sein du microenvironnement dans la
pathogénese du cancer colique (106). Ainsi, les récepteurs CXCR2 exprimés sur les cellules
du microenvironnement ont également une part dans la progression tumorale. Jamieson et al.
ont montré que la déficience ou I’inhibition de cxcr2 réduisait la tumorogenese lice a
I’inflammation et [’apparition spontanée d’adénocarcinome dans un modele murin de
carcinogénese intestinale (122). CXCR2 serait un puissant récepteur de chimiokines
protumorales qui dirige le recrutement de leucocytes et favorise le développement tumoral
dans les tissus (122). Tazzyman et al. ont montré a I’aide d’'un modele in vitro et in vivo
(xénogreffes sous cutanés) de cellules tumorales de cancer de poumon que I’administration
d’un antagoniste de CXCR2 (le AZ10397767) réduisait significativement le nombre de
neutrophiles infiltrés au sein des tumeurs et était associ¢ avec une croissance tumorale plus
lente. Ainsi, le recrutement de neutrophiles par CXCR2 contribue au développement tumoral
(123). A I’aide d’un modé¢le murin d’adénocarcinome pancréatique, Ijichi et al. ont démontrés
que CXCR2 présent sur les fibroblastes péritumoraux favorisait des intéractions au sein du
stroma tumoral et stimulant ainsi la progression tumorale (124). Ces résultats complétent les
données de la littérature qui montrent que, dans le microenvironnement, 1’expression de

CXCR?2 sur les cellules endothéliales est liée a 1’angiogenése tumorale (89).

Bien que nos résultats d’THC sur métastases hépatiques montrent que la surexpression
de CXCR2 soit majoritairement localisée dans les cellules tumorales, la présence de CXCR2
au niveau du microenvironnement a aussi €té visualisée. De plus, nos résultats sur xénogreffes
ont montré une surexpression de cxcr2 murin chez les souris traitées par chimiothérapie. Dans
notre modele murin d’IHC sur coupes de xénogreffes intracaecales de tumeurs issus de
cellules de cancer colique humain HT29, nous avons montré une expression de cxr2 un peu
plus marquée au niveau des zones cellulaires tumorales mais présente également dans le
stroma péritumoral. Nous avons constaté¢ un marquage de cxcr2 concentré au sein des cellules
bordantes, probablement endothéliales, de capillaires ou de lymphatiques. Ces constatations
pourraient témoigner d’une activation du microenvironnement et du stroma tumoral par la
prolifération des cellules cancéreuses et illustre 1’importance des intéractions et de la
communication qui s’installe entre le stroma péritumoral et les cellules cancéreuses pour

favoriser le développement cellulaire, la néoangiogenése tumorale et la transition

114 -



épithéliomésenchymateuse. Ces résultats suggeérent une contribution du CXCR2 du

microenvironnement dans la propagation des cellules tumorales coliques.

Nos résultats montrent que CXCR2 est principalement retrouvé dans les cellules
tumorales des métastases hépatiques de cancer colorectal mais est aussi présent dans le stroma
tumoral. La corrélation entre 1’expression de CXCR2, la rechute tumorale et une moindre

survie témoigne de I’importance de ce récepteur dans la progression maligne.

Ces résultats et les conclusions de notre travail laissent a penser que cibler CXCR?2 par
des antagonistes pourrait permettre de bloquer la prolifération tumorale, la migration et
I’angiogénese tumorale. Un anticorps anti-CXCR2 pourrait aussi permettre de potentialiser
I’effet des chimiothérapies conventionnelles et peut-étre de limiter les phénoménes

d’échappement évolutif sous chimiothérapie et biothérapie.

Les ligands de CXCR2 incluent CXCL1, CXCL2, CXCL3, epithélial cell-derived
neutrophil-activating peptide-78/CXCLS, granulocyte chemotactic protein-2/CXCL6, CXCL7
et CXCL8. Ces chimiokines peuvent promouvoir la croissance tumorale a travers le
recrutement de neutrophiles protumoraux et stimuler 1’angiogénese (66, 86, 92).

L’importance du réle de CXCLS8 était notamment mise en évidence par un modéle
d’expression de CXCL8 humain au sein de souris qui ne posseédent pas un homologue de
CXCLS8 (106, 122). Parmi les ligands de CXCR2 analysés dans notre étude, nous avons
identifi¢ CXCL7 comme étant un facteur prédictif de plus courte survie sans récidive et survie
globale pour nos patients traités pour métastases hépatiques de cancer colorectaux. Peu
d’étude ont été menées sur le role potentiel de ce ligand de CXCR2 dans la tumorogénése.
Tang et al. ont montré a partir d’un modele de lignée cellulaire de cellules tumorales
mammaire que 1’expression de CXCL7 et de CXCR2 était supérieure au sein des cellules
tumorales qu’au sein des cellules prétumorales. Ils ont également montré que la transfection
de CXCL7 au sein des cellules tumorales augmentait le caractére invasif des cellules sur un
test d’invasion de Matrigel. De plus I’administration d’un anticorps anti-CXCL7 inhibait cette
invasion (104). Pour Yu et al. toujours a 1’aide d’un modele de cellules tumorales mammaires,
la transfection d’un siRNA CXCL7 au sein des cellules diminue leur capacité de sécrétion
d’héparanase, de VEGF C et D et réduit de facon significative les capacités d’invasion

cellulaire sur test de Matrigel. Ils ont également montré qu’une inhibition spécifique du ligand
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de CXCR2, par un anticorps spécifique (SB225002) bloquait I’expression et la sécrétion des
facteurs lymphangiogéniques VEGF-C et VEGF-D (101). Ils en concluent que I’axe
CXCR2/CXCL7 est important dans 1’invasion cellulaire et I’expression d’héparanases ainsi

que de VEGF C/D, tous liés a I’invasion tumorale.

De fagon intéressante, signalons enfin que la production de CXCL7 par les cellules
souches mésenchymateuses a été récemment montrée comme étant induite par 1’interaction
avec des cellules souches de cancer du sein. Les cellules souches mésenchymateuses, issues
de la moelle osseuse, pourraient accélérer la croissance tumorale de cancers du sein en
générant des boucles de régulations positives par I’intermédiaire de chimiokines telles qu’IL6
ou CXCL7, régulant ainsi I’activité des cellules souches tumorales (123). Un faisceau
croissant de preuves suggére que les sous-populations de cellules tumorales résistantes aux

traitements par chimiothérapie pourraient étre enrichies par des cellules souches tumorales.

Notre travail montre pour la premicre fois le role de la voie de signalisation
CXCL7/CXCR2, au sein des métastases hépatiques, comme facteur prédictif de récurrence
métastatique et de faible pronostique de survie en cas de métastases hépatiques de cancer
colorectal. Par ailleurs, les chimiothérapies a base de SFU augmentent le niveau d’expression
de CXCL7 et de CXCR2, qui sont tous deux étroitement corrélées avec un mauvais
pronostique. Ce phénomeéne fournirait une explication sur I’agressivité plus importante, et le
potentiel métastatique €levé, des tumeurs récidivées ou des métastases se développant sous
chimiothérapie.

Par ailleurs la dormance des cellules tumorales a été récemment proposée comme un
mécanisme permettant aux cellules souches cancéreuses résistantes aux chimiothérapies de
subsister sous un état latent dans 1’organisme avant de favoriser une récidive tumorale (124).

I1 est possible que la régulation de ’axe CXCL7/CXCR2 puisse jouer un rdle dans ce cadre.

Notre travail met en évidence le lien qui existe entre le microenvironnement tumoral
ou métastatique et les cellules tumorales en développement. L’absence ou I’inhibition de
certains récepteurs, tel que CXCR2, ou la dérégulation de certains de leurs ligands, tel que
CXCL7 ou CXCLS, pourraient modifier les voies d’activation et de signalement tumoral. Le

blocage de I’'une des voies de signalisation telles que I’axe CXCL7/CXCR2 pourrait permettre
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de modifier I’évolution thérapeutique de la maladie néoplasique colorectale métastatique et
favoriser le retour a une réponse thérapeutique chez des patients en échappement sous

chimiothérapie conventionnelle.
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Principaux protocoles de chimiothérapies de 1¢ére ligne, utilisés en France,
en traitement du cancer colorectal métastatique.

D’apres, Phelip JM, Bouché O, Conroy T, Michel P, Penna C, Tournigand C, Louvet C,
Bedenne L. «Cancer colorectal métastatique». Thésaurus National de Cancérologie
Digestive, février 2014.

» LVS5FU2 simplifié (recommandation : grade A)

+/- bévacizumab 5 mg/kg (Avastin®) avec schéma de SFU modifié¢ (recommandation : grade
B)

» Capecitabine (Xeloda®) (recommandation : grade A).

+/- bévacizumab 7,5 mg/kg [147] (recommandation : grade B)

» FOLFIRI (irinotécan 180 mg/m2 - LV5FU2 simplifi¢) (recommandation : grade A)
+/- bévacizumab 5 mg/kg - FOLFIRI (recommandation : grade B)

+/- cétuximab 400 mg/m2 puis 250 mg/m2 hebdomadaire si statut tumoral RAS non muté
(recommandation : grade B). Possibilité d’administrer une double dose (500 mg/m2) toutes
les deux semaines (recommandation : grade B).

» FOLFOX 4 simplifié (US =6 modifi¢) (oxaliplatine 85 mg/m2-LV5FU2 simplifié)
(recommandation : grade A)

+/- bevacizumab 5 mg/kg (recommandation : grade B - cette association n'a pas été retenue
par I'ensemble des membres du groupe de travail du fait de ’absence d’amélioration de la
survie sans progression dans I’analyse de sous-groupe d’un essai de phase III)

+/- panitumumab 6 mg/kg si le statut tumoral RAS est non muté (recommandation : grade B)

+/- cétuximab 400 mg/m2 puis 250 mg/m2 hebdomadaire si statut tumoral RAS non muté.
Possibilit¢ d’administrer une double dose (500 mg/m2) toutes les deux semaines
(recommandation : grade C).

» FOLFOX 7 (oxaliplatine 130mg/m? -LVSFU2 simplifi¢ sans SFU bolus) 6 cures puis
LV5FU2 simplifié puis réintroduction de I’oxaliplatine a la progression (stratégie
OPTIMOX 1) (recommandation : grade B).

» XELOX (recommandation : grade A)
+/- bevacizumab 7,5 mg/kg [85,106](recommandation : grade B)
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L’association du cétuximab ou du panitumumab a 1’oxaliplatine est formellement contre-
indiquée lorsque RAS est muté car délétere en terme de survie, et inefficace avec I’irinotecan.

L’association XELOX-cétuximab est déconseillée car toxique et sans bénéfice (retrait
d’AMM) (étude COIN 175).

- Options si contre-indication aux fluoropyrimidines (SFU, capécitabine)

raltitrexed (Tomudex®) adaptation des doses a la clairance de la créatinine; antidote =
acide folinique. (recommandation : grade C)

raltitrexed-oxaliplatine (TOMOX) (recommandation : grade C)
raltitrexed-irinotécan (TOMIRI) (recommandation : grade C)
irinotécan-oxaliplatine (IRINOX) (recommandation : grade C)
irinotécan (recommandation : grade C)

oxaliplatine 130mg/m 2 tous les 21 jours (recommandation : grade C)

- Options en I’absence de contre-indication au bevacizumab :

bévacizumab 5 mg/kg - LVfd5SFU2 d'aprés Kabinavar et al. avec schéma de SFU modifié
(accord d’experts)

bévacizumab 7,5 mg/kg - XELIRI (recommandation : grade C)

- Options en I’absence de contre-indication aux fluoropyrimidines :
LV{d5FU2 schéma plus court que LV5FU2 (recommandation : grade B)

FOLFOX 6 (oxaliplatine 100mg/m2-LV5FU2 simplifi¢) schéma intensifié mais pas de
comparaison disponible avec le FOLFOX4 simplifié (recommandation : grade C)

XELIRI alternative moins contraignante que FOLFIRI (recommandation : grade C)
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