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Microenvironnement et angiogénese : implications dans la stratégie onco-chirurgicale

des métastases hépatiques synchrones des cancers colorectaux

Résumé

Lors du diagnostic de cancer colorectal, prés d’un quart des patients ont des métastases
hépatiques dites synchrones. Lorsque la tumeur primitive est asymptomatique, la stratégie
chirurgicale (chirurgie premiere de la tumeur primitive versus chirurgie premiére des
métastases hépatiques) reste débattue. Les recommandations actuelles ne reposent que sur des
accords d’experts qui elles-mémes sont basées sur des études cliniques rétrospectives.

L’¢étude du microenvironnement tumoral a pris ces dernieéres années une place majeure dans la
recherche sur le cancer. Elle a permis de changer de paradigme avec une nouvelle conception
du processus métastatique : une tumeur primitive peut agir sur le microenvironnement du
futur site métastatique pour créer une "niche pré-métastatique”. Cette niche pré-métastatique
permettrait secondairement la croissance des cellules tumorales via une angiogénese tumorale
et la formation de métastases. Par une triple approche a la fois fondamentale, translationnelle
et clinique, nous avons obtenu des données qui suggérent qu’une chirurgie premicre de la
tumeur colique ou rectale permet de moduler 1’angiogénese au sein du microenvironnement
hépatique. Cette stratégie chirurgicale permettrait également d’améliorer le pronostic

oncologique des malades et I’efficacité des anti-angiogéniques.

Mots clefs : Microenvironnement, niche pré-métastatique, progéniteurs endothéliaux
médullaires, angiogénese, tumeur primitive, métastases hépatiques synchrones, anti-

angiogeniques, foie premier.
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Microenvironment and angiogenesis: impact on onco-surgical management of

synchronous colorectal liver metastases

Abstract

At the time of the diagnosis of colorectal cancer, nearly 25% of patients have synchronous
liver metastases. When this tumor is asymptomatic, the question of surgical strategy (primary
tumor first versus liver-first strategy) remains debated. Current recommendations are based on
agreements of experts which are by themselves based on retrospective clinical studies. The
study of the tumor microenvironment has taken in recent years a major place in the field of
cancer research. It leads to new paradigm with a new conception of the metastatic process. It
may be possible that the microenvironment of the metastatic sites can be modulated by the
primary tumor to promote the formation of the pre-“metastatic niche”. This leads to promote
the growth of cancer cells and increase the metastatic potential of primary tumor. By a
multidisciplinary research including fundamental, translational and clinical approaches, we
have shown that primary tumor first strategy could modulate tumor angiogenesis and liver
metastatic process. It is associated with improved survival of patients and efficacy of the anti-
angiogenic therapy.

Keywords: Microenvironment, pre-metastatic niche, bone marrow-derived endothelial
progenitor cells, angiogenesis, synchronous liver metastases, anti-angiogenic, liver-first

strategy.
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1. PREAMBULE
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Le foie est le premier site métastatique des cancers colorectaux en raison de sa place
anatomique dans le drainage veineux du c6lon et du rectum. Lors du diagnostic de cancer
colorectal, prés d’un quart des patients ont des métastases hépatiques dites synchrones. La
présence de métastases hépatiques fait classer ces patients en M+ de la classification TNM et
au stade IVA de la classification de I’'UICC. Lorsque la tumeur primitive est asymptomatique
et les métastases hépatiques synchrones sont jugées resecables, la stratégie chirurgicale quant
a I’ordre dans lequel opérer la tumeur primitive et les 1ésions hépatiques reste débattue. Faut-
il réaliser une chirurgie premiére de la tumeur primitive (stratégie « primitif premier ») ou
plutot privilégier ’inverse a savoir une exérese chirurgicale des meétastases hépatiques avant
une chirurgie du primitif (stratégie « foie premier ») ? Seule une étude randomisée, qui
n’existe pas a I’heure actuelle, pourrait répondre a cette question. Cette dernicre dépasse
largement le cadre du cancer colorectal puisqu’elle intéresse toute la cancérologie des tumeurs
solides 12,

Les stratégies chirurgicales varient d’un centre expert a un autre : d’une chirurgie
combinée en un temps (exérése simultanée de la tumeur colique ou rectale et des métastases
hépatiques) a une chirurgie séquentielle en deux temps. En cas de chirurgie séquentielle, la
encore 1’intérét de commencer par une chirurgie de la tumeur primitive ou par une chirurgie
des métastases hépatiques est controverse.

Dans le cadre de cette thése de science, nous n’aborderons pas le sujet de la chirurgie
combinée. Les risques élevés de morbidité et de mortalité postopératoires ne doivent faire
envisager son indication que chez des malades trés sélectionnés, a savoir des malades plutdt
jeunes que agés, porteurs d’une tumeur plutdt colique que rectale et avec des métastases
résécables au prix d’une hépatectomie mineure >°. Bien que le mécanisme ne soit pas
clairement établi, cette stratégie de résection combinée semble étre associée a une diminution
de la survie sans progression °.

Dans le cadre d’une chirurgie séquentielle en deux temps, la stratégie proposée par certaines
équipes était de réaliser la résection premiere de la tumeur primitive pour prévenir le risque de
complications liées a la tumeur primitive laissée en place sous chimiothérapie telles qu’une
hémorragie, une perforation ou une occlusion "°. A I’inverse, d’autres équipes privilégient
une chirurgie premicére des métastases hépatiques argumentant que d’une part le pronostic
oncologique serait plutdt conditionné par la maladie métastatique plutdt que par la tumeur

primitive elle-méme °.

13
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Actuellement dans les dernieres recommandations du Thésaurus National de Cancérologie
Digestive, pour les patients avec un cancer colorectal stade IVA, il est mentionné que la
stratégie « foie premier » (chirurgie hépatique premiere éventuellement précédée de
chimiothérapie et colectomie secondaire) peut étre envisagée lorsque la tumeur primitive
n’est pas symptomatique. Cette recommandation est faite apres un accord entre experts.
Cependant en pratique, les deux attitudes sont possibles et il n’existe aucun rationnel
scientifique pour privilégier I'une ou 1’autre stratégie. L’impact de la stratégie chirurgicale
(« primitif premier » versus « foie premier ») a été évalué au travers de nombreuses études.
Ces études sont rétrospectives, souvent monocentriques, et comparent des patients qui
recoivent différents protocoles de chimiothérapie et qui ont une maladie métastatique
différente les uns des autres (Article 1)**™°. Elles montrent que la survie globale et la survie
sans progression étaient comparables entre ces deux stratégies, a condition que les patients
aillent au bout de la stratégie chirurgicale. En dépit de leurs limites, deux études ont suggéré
que la survie sans progression était meilleure aprés une stratégie « primitif premier » qu’apres
une stratégie « foie premier »*> %,

Ce bénefice en termes de survie sans progression observé aprés une stratégie « primitif
premier » souléve quelques questions mécanistiques. Quel est le role d’une chirurgie premiere
de la tumeur primitive ? Est-ce la diminution de sa masse tumorale elle-méme qui influence le
potentiel métastatique d’une tumeur colorectale donnée?

Les travaux réalisés sur le microenvironnement tumoral au cours de ces dernieres années ont
démontré que le processus métastatique était bien plus complexe que prévu. Il est désormais
prouvé que le potentiel métastatique d’un cancer primitif est déterminé non seulement par le
génotype des cellules tumorales mais aussi par des interactions entre les cellules tumorales et
son environnement. Il ne s’agit pas dans ce travail de décrire le role du microenvironnement

tumoral dans les différentes étapes de la cancérogéneése * 8

mais de proposer une hypothese
mécanistique et un rationnel scientifique centré le microenvironnement tumoral dans le débat
qui oppose la stratégie « primitif premier » a la stratégie « foie premier ».

Il se trouve que I’angiogénése et le microenvironnement tumoral sont les thématiques
prédominantes du laboratoire Unité INSERM U965 de 1’hdpital Lariboisiere dans lequel j’ai
réalisé cette these de science. Nous avons par conséquent fait I’hypothése que I’amélioration
de la survie sans progression aprés une stratégie « primitif premier » pourrait étre attribué au

role central de la tumeur primitive dans le développement d’un microenvironnement

hépatique et d’une vascularisation importante favorables a la croissance des métastases

14
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hépatiques. Le corolaire clinique de cette hypothése, si elle est vérifiée, est qu’'une exérese
chirurgicale de la tumeur primitive supprimerait toute cette voie de signalisation entre la
tumeur primitive, ’angiogénése tumorale et le microenvironnement hépatique. Notre
hypothése de travail est détaillée dans une mise au point publiée dans le journal Bulletin du

Cancer (Annexe 1)*.

Il est important de citer deux papiers majeurs qui ont été une sorte de « fil rouge » pour ce
travail. Le premier papier a été publié en 2005 par Kaplan et al. dans Nature %, Dans ce
travail expérimental réalisé chez la souris, les auteurs ont montré que le microenvironnement
du futur site métastatique pouvait étre modifié a distance par la tumeur initiale. Le concept de
« niche pré-métastatique » a été introduit pour la premiére fois par ce travail. Les cellules
tumorales sécretent du VEGF-A favorisant 1’activation, la mobilisation et le recrutement local
de cellules hématopoiétiques progénitrices provenant de la moelle osseuse. L’entrée des
cellules hématopoiétiques progénitrices dans la circulation sanguine et leur migration vers les
sites métastatiques précéderait 1’arrivée des cellules tumorales. L’envahissement du stroma
par les cellules hématopoiétiques progénitrices serait responsable d’une activation locale du
stroma, qui serait alors responsable du recrutement secondaire de cellules tumorales
circulantes transformant la niche pré-métastatique en une micro-métastase. Enfin les cellules
endothéliales progénitrices dérivées de la moelle osseuse sont recrutées pour contribuer a
I’établissement d’une micro-vascularisation de la future lésion métastatique. Le deuxiéme
papier a été publié en 2013 par Van der Waal et al. dans Annals of Surgery **. Dans ce travail
translationnel, les auteurs ont montré qu’en présence d’une tumeur colique ou rectale, le
parenchyme hépatique en périphérie des métastases était un parenchyme propice a
I’angiogénese. Il s’agit du premier papier translationnel qui introduit la notion de relation

entre une tumeur colorectale et I’angiogénése hépatique.

Ce travail de these a été divisé en trois parties : experimentale, translationnelle et clinique.
Les travaux menés dans le laboratoire ont été en partie consacrés a la mise au point d’un
modele murin de métastases hépatiques d’origine colique permettant de mimer les
interactions entre le microenvironnement tumoral hépatique et les métastases hépatiques.
Sachant d’une part que la phase de croissance d’une tumeur et son processus de dissémination
métastatique sont largement dépendants de la formation de nouveaux vaisseaux (angiogénese
tumorale) et d’autre part que le mécanisme d’angiogénése tumorale implique la participation
de cellules endothéliales progénitrices dérivées de la moelle osseuse, un effort important a été
fourni au cours de ce travail expérimental pour isoler, caractériser et quantifier la présence de

15
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progeniteurs endothéliaux médullaires circulants dans notre modele murin de métastases
hépatiques. Le modeéle choisi pour obtenir une libération de ces progéniteurs endothéliaux
était un modele murin d’ischémie de patte par ligature de 1’artére fémorale et d’ischémie
hépatique par clampage de la veine porte. Compte tenu du nombre de modeéles animaux
utilises, de la complexité de certains protocoles expérimentaux, et pour rendre la lecture de
cette travail plus simple, un paragraphe résumant les principaux modeles animaux a été
volontairement simplifié et le détail des différents protocoles figurent dans les résultats des

articles ou données non publiées.
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2. INTRODUCTION
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2.1. Le processus métastatique

Le processus métastatique est la dissémination de cellules tumorales a partir d’une tumeur
initiale vers des organes a distance, conduisant a la formation de métastases. Les métastases
représentent la principale cause de mortalité en cancérologie. Le processus meétastatique
résulte d’étapes multiples, progressives et aujourd’hui bien caractérisées (Figure 1): dans la
tumeur initiale (prolifération, et invasion locale), dans la circulation sanguine (intravasation,
circulation des cellules tumorales, reconnaissance de 1’organe héte, et adhésion), et dans les
organes a distance (extravasation, invasion du tissu, et croissance secondaire des cellules
tumorales disséminées). Parmi ces étapes, 1’angiogénése est un mécanisme indispensable non
seulement & la croissance tumorale, mais aussi au développement de la métastase %. Les
mécanismes du processus métastatique ne s’excluent probablement pas les uns des autres. Le
processus meétastatique est a la fois dépendant des propriétés intrinseques de la cellule
tumorale, qui est le facteur déterminant principal, mais aussi de facteurs extrinseques tels que

le microenvironnement tumoral de la tumeur initiale et des sites métastatiques.

Figure 1. Le processus métastatique. Exemple de la métastase osseuse. Adapté de Mundy
G.R., Metastasis to bone: causes, consequences and therapeutic opportunities. Nature
Reviews Cancer 2002(12).
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2.2. L'angiogénése tumorale

Comme pour la majorité des tumeurs solides, la phase de croissance d’une tumeur colorectale
et son processus de dissémination métastatique sont largement dépendants de la formation de
nouveaux vaisseaux (angiogénese tumorale), sans laquelle les cellules tumorales demeurent a
I’état de cellules dormantes, état stable intermédiaire entre la prolifération et I’apoptose. Ces
nouveaux Vaisseaux tumoraux assurent les apports en nutriments, oxygeéne et facteurs de
croissance indispensables a la croissance de la tumeur primitive, mais aussi de sa
dissémination.

L’initiation de 1’angiogénése tumorale serait sous la dépendance d’un switch angiogénique,
secondaire a la sécrétion par les cellules tumorales de facteurs pro-angiogéniques. Cette
sécrétion se fait en réponse a I’hypoxie tissulaire et est liée a des modifications génétiques au
sein du génome des cellules tumorales ?°. Le processus d’angiogenése se fait par deux
mécanismes, le premier mécanisme est un bourgeonnement des vaisseaux sanguins pré-
existants (sprouting) et le deuxieme mécanisme implique le recrutement et 1’incorporation de
cellules endothéliales dans les vaisseaux en formation. Parmi les facteurs angiogéniques
identifiés, le vascular endothelial growth factor (VEGF) est le régulateur clé de I’angiogenese
tumorale. Cette glycoprotéine exprimée de facon dérégulée par les cellules tumorales, via sa
fixation, active deux récepteurs VEGFR1 et VEGFR2. L’activation de cette voie de
signalisation VEGF-dépendante est un élément favorisant la migration, la survie et la
prolifération des cellules endothéliales, I’induction de protéinases conduisant a un remodelage
de la matrice extracellulaire, ’augmentation de la perméabilité vasculaire et le maintien de la
survie des vaisseaux néoformés. L’administration d’anticorps anti-VEGF dans des modeles
animaux de xénogreffes de tumeurs colorectales humaines semble inhiber la croissance

tumorale 2*,

2.3. Pourquoi cibler I'angiogénése dans le cancer colorectal metastatique?

La croissance des cancers colorectaux s’associe a l’expression accrue de facteurs pro-
angiogéniques, il a été ainsi montré qu’une surexpression du VEGF était retrouvée dans 37 a
100 % des cas 2. Cette surexpression est corrélée d'une part & I’invasion cellulaire et a la
densité vasculaire, et dautre part au développement des métastases et au pronostic

oncologiques des malades °%. L’expression du VEGF semblerait fréquemment corrélée aux
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mutations de RAS, aux mutations de la voie de signalisation APC-WNT, ainsi qu’a la
surexpression de la cyclo-oxygénase 2, qui sont des anomalies frequemment rapportées dans
le cancer colorectal ***2. Une association significative entre la densité micro-vasculaire
tumorale et les taux de récidive tumorale a été également rapportée ¥, Sur la base de ces
données, il existe donc un rationnel a cibler 1’angiogénése dans le cancer colorectal.
L’utilisation d’anti-angiogénique en association a une chimiothérapie cytotoxique a permis
d’améliorer la médiane de survie a plus de 24 mois, faisant du Bevacizumab (anticorps anti-
VEGF) le traitement standard en premiére ligne du cancer colorectal métastatique ***°. Par
ailleurs, I'utilisation du Bevacizumab a également permis d’amener certains patients ayant des
métastases hépatiques jugées comme initialement non résécables a la résection chirurgicale

(on parle de résécabilité secondaire) avec un bénéfice en termes de survie globale.

2.4, Qu'est-ce le microenvironnement tumoral?

Si les facteurs génétiques sont importants pour déterminer le caractere invasif et le potentiel
de dissémination métastatique d'un cancer primitif, il n’en reste pas moins que tous les
éléments extérieurs a la cellule tumorale, qui composent le microenvironnement tumoral sont
importants pour permettre aux cellules tumorales de croitre.

Dans le tissu tumoral, on trouve deux composantes : les cellules tumorales et le stroma. Le
stroma est un tissu non tumoral provenant de 1’hote. Sa formation est induite par la présence
de cellules cancéreuses. Il se compose de structures conjonctives, vasculaires et de cellules
immunitaires, et représente le tissu nourricier de soutien des cellules tumorales. On le trouve
dans tous les types de cancers primitifs solides, et il est aussi bien présent au sein de la tumeur
primitive que dans les sites métastatiques *.

Le stroma est schématiquement constitué (Figure 2) : (1) d’une matrice extra-cellulaire,
composée d’un réseau de protéines et de protéoglycanes dont le role est d’assurer la cohésion,
la migration et la différenciation cellulaires. Elle contient la matrice interstitielle (cellules
mésenchymateuses) dont les collagénes, 1’¢lastine, la fibronectine et les glycoaminoglycanes;
et la membrane basale (cellules épithéliales) constituée par le collagéne IV et la laminine, ; (2)
de nouveaux vaisseaux formés au cours de I’angiogénese tumorale ; (3) de fibroblastes,
d’adipocytes, et de vaisseaux lymphatiques ; (4) de cellules de I’'immunité et diverses cellules:

lymphocytes, cellules NK, plasmocytes, histiocytes, polynucléaires neutrophiles,
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polynucléaires éosinophiles, macrophages et (5) de cellules endothéliales matures et

progenitrices dérivées de la moelle osseuse.

Figure 2. Le microenvironnement tumoral. Adapté de Joyce J.A et Pollard J.W.,
Microenvironmental regulation of metastasis. Nature Reviews Cancer 2009 (31).

2.5. Quel réle pour le microenvironnement dans I'angiogénése tumorale?

Progéniteurs endothéliaux médullaires, angiogénése tumorale et progression tumorale
L’angiogénése physiologique et tumorale, chez 1’adulte, a longtemps été considérée comme
un processus local et exclusivement assuré par le bourgeonnement des vaisseaux pre-
existants, résultant de la prolifération et de la migration des cellules endothéliales matures.
Deux publications ont démontré pour la premiére fois que la vasculogenése physiologique
pourrait étre le résultat de la différenciation et de I’incorporation fonctionnelle de cellules
endothéliales progénitrices (ou progéniteurs endothéliaux), originaires de la moelle osseuse **

3. concept qui était auparavant exclusivement lié & ’embryogenése. D’autres progéniteurs
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médullaires, tels que des cellules hématopoiétiques progénitrices (ou progeniteurs
hématopoiétiques) sont recrutés en méme temps que les progéniteurs endothéliaux et
contribuent également au processus de vasculogénése.

C’est en 2001, suite aux travaux expérimentaux de Lyden et al. sur la souris, qu’il a été
montré pour la premiére fois que des progéniteurs endothéliaux dérivés de la moelle osseuse
pouvaient contribuer & la néo-angiogénése tumorale *. Depuis ces premiéres observations, les
progéniteurs endothéliaux, aujourd’hui bien caractérisées pour leur role dans la réparation des
parois vasculaires et la néo-angiogénese post-ischémique, sont largement explorées pour leur
réle dans la néo-angiogénese tumorale, dans la croissance tumorale et dans le développement
des métastases. Néanmoins, le role exact de ces progéniteurs endothéliaux circulants dans le
processus de néo-angiogénése tumorale reste encore a élucider. Dans les modéles
expérimentaux d’angiogénése tumorale, 5 a 50 % des progéniteurs endothéliaux dérivées de
la moelle osseuse sont retrouvés dans la paroi des néo-vaisseaux tumoraux *. A l'inverse
seulement 5 % de ces progéniteurs sont retrouves chez des patients atteints de cancer du

46, 47

poumon ou ayant développé des cancers secondaires Les études sur la valeur

pronostique des progéniteurs endothéliaux et des cellules endothéliales matures circulantes

450 pDans le cancer colorectal en situation

sont nombreuses dans le cancer du sein
métastatique, il a été rapporté une corrélation entre un taux élevé de progéniteurs endothéliaux
ou de cellules endothéliales matures circulantes et la réponse tumorale aprés Bevacizumab °%
%3 Les résultats de toutes ces études sont difficiles & interpréter, du fait de I’absence de
standardisation des méthodes de détection. De plus, ces progéniteurs endothéliaux sont
difficiles a doser dans le sang car ils ne représentent que 0,01 a 0,0001 % de I'ensemble des
cellules mononuclées du sang °*. Enfin, le taux de progéniteurs endothéliaux circulants
pourrait varier selon le type, le grade et la localisation de la tumeur .

En résumé, les données expérimentales suggérent que les progéniteurs endothéliaux dérivés
de la moelle osseuse pourraient contribuer directement a 1’angiogénése tumorale et
indirectement a la progression métastatique. Toutefois, I’hétérogénéité des résultats souligne

I’absence de standardisation des méthodes de détection et la possibilité que leur influence

différe d’un cancer a un autre.

Progéniteurs endothéliaux et niche pré-métastatique

Des travaux récents chez la souris ont montré que le microenvironnement du futur site

20, 56

métastatique pourrait étre modifié a distance par la tumeur initiale . La formation d’une «
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niche pré-métastatique » par la tumeur primitive rendrait le microenvironnement de 1’organe
cible propice et favorable au développement des métastases (Figure 3)°’. Cela confirme la
théorie ancienne de la graine et du sol proposée par Stephen Paget en 1889. Les cellules
tumorales du cancer primitif sécretent du VEGF-A favorisant 1’activation, la mobilisation et
le recrutement local de progéniteurs hématopoiéetiques provenant de la moelle osseuse.
L’entrée des progéniteurs hématopoiétiques dans la circulation sanguine et leur migration vers
les sites métastatiques précéderaient I’arrivée des cellules tumorales (Figure 3A). Les
progéniteurs hématopoiétiques exprimant a leur surface le VEGFR1+ circuleraient dans le
sang et se dirigeraient dans les stromas péri-vasculaires riches en fibronectine, la fibronectine
étant synthétisée par les fibroblastes qui sont localisés dans les régions sous-capsulaires des
organes ou par des fibroblastes-like elles-mémes stimulées par le PIGF secrété aussi par la
tumeur initiale. Les progéniteurs hématopoiétiques expriment a la fois une intégrine VLA-4
leur permettant d’adhérer a la fibronectine, mais aussi une métalloprotéinase dégradant la
membrane basale, ce qui permet d’accroitre |’extravasation des progéniteurs
hématopoiétiques dans la niche pré-métastatique (Figure 3B). A ce stade, I’envahissement du
stroma par les progéniteurs hématopoiétiques serait responsable d’une activation locale du
stroma, qui serait alors responsable du recrutement secondaire des cellules tumorales
circulantes, la niche pré-métastatique devient alors une micro-métastase (Figure 3C). Enfin,
les progéniteurs endothéliaux médullaires (exprimant le VEGFR2+) sont recrutés pour
contribuer a 1’établissement d’ une micro-vascularisation de la future lésion métastatique et la
progression des micro-métastases en métastases macroscopiquement décelables (Figure 3D).
Ces données ont été corroborées par une autre étude qui a montré que 1’inhibition
pharmacologique de VEGFR1+ et VEGFR2 (récepteurs exprimés a la surface des
progeniteurs hématopoiétiques et endothéeliaux) semble inhiber la formation de micro- et
macro-métastases **, suggérant que le processus de mobilisation des progéniteurs médullaires
pourrait étre un facteur-clé de la néo-angiogénese tumorale et du processus métastatique.
Depuis ces premiéres observations, d’autres mécanismes de formation de la niche pré-
métastatique ont été décrits, faisant intervenir d’autres composantes cellulaires et moléculaires
du microenvironnement tumoral: (i) le recrutement de macrophages et la sécretion locale de
MMP9 seraient aussi un facteur favorisant le recrutement des cellules tumorales dans le
poumon *® ou (ii) le recrutement de cellules myéloides Macl+ et la sécrétion locale de
S100A8 et S100A9 par les cellules stromales >°
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En résumé, il existe des données issues de modeles pré-cliniques qui suggérent que le
microenvironnement du futur site métastatique pourrait étre modifié a distance par la tumeur
initiale. La formation d’une niche pré-métastatique serait alors le facteur clé du recrutement et
de I’implantation des cellules tumorales métastatiques. Toutefois, ces modeles ont des limites.
Ce sont des modéles tumoraux qui sont hétérotopiques (greffes sous-cutanees de cellules de
cancer du poumon) et qui nécessitent des injections de cellules tumorales syngéniques sur des
animaux au systéeme immunitaire déficient, ce qui devient discutable dés lors qu’il existe
actuellement des données qui montrent I’influence de I’immunité anti-tumorale dans la

cancérogenése 8,

Figure 3. Un modeéle d*évolution de la niche pré-métastatique. Exemple de la métastase
pulmonaire. Adapté de Psaila B. et Lyden D., The metastatic niche: adapting the foreign soil.
Nature Reviews Cancer 2009 (47).
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3. PRESENTATION DU PROJET DE RECHERCHE
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3L Hypotheése

Sachant que le caractére invasif et le potentiel métastatique d’un cancer colorectal sont
principalement déterminés par le génotype des cellules tumorales, I’hypothése que nous avons
formulée pour cette thése de science reposait sur la possibilité que le pouvoir de dissémination
métastatique de la tumeur initiale soit également déterminé par la présence d'un
microenvironnement tumoral généré par la tumeur initiale elle-méme. Les interactions entre la
tumeur initiale et le microenvironnement tumoral situé au sein du parenchyme hépatique
seraient alors responsable d'une augmentation de I'angiogénése tumorale et de la croissance
des métastases microscopiques en métastases hépatiques macroscopiquement décelables en
imagerie.

L’implication clinique de cette hypothése, si elle est vérifiée, serait de privilégier une
chirurgie d’exérése premiére de la tumeur colique ou rectale en cas métastases hépatiques
synchrones pour réduire les interactions entre la tumeur colorectale et le microenvironnement
hépatique. Notre hypothése de travail est détaillée dans une mise au point publiée dans le
journal Bulletin du Cancer (Annexe 1)'°. Par une approche a la fois fondamentale,

translationnelle et clinique, nous avons exploreé ce rationnel scientifique.
32 Déroulement du projet

Le projet de recherche est divisé en trois parties : (1) la premiere partie est un travail de
recherche expérimentale réalis¢é dans le laboratoire du Pr Marc Pocard a 1’Hopital
Lariboisiére. J’ai réalisé toutes les expérimentations animales et in vitro sous la supervision
du Pr Marc Pocard et du Dr Dong Broqueres-You (Institut des vaisseaux et du sang - Hopital
Lariboisiere). Le passage des tubes en cytométrie en flux a été réalisé dans I'unité du Dr
Anne-Marie Faussat (Plateforme cytométrie - Hopital Saint-Antoine). L’inclusion en
paraffine, le marquage immunohistochimique et I’analyse des lames des foies de souris ont
été realisés en collaboration avec le Dr Jean-Philippe Brouland (Service d’anatomopathologie
- Hopital Lariboisiére) ; (2) la deuxiéme partie est un travail de recherche translationnelle dont
les hypothéses de travail et la méthodologie ont été développées sous la supervision du Pr
Marc Pocard (Hopital Lariboisiere) et du Pr Daniel Azoulay (Hopital Henri Mondor).
L’inclusion, le marquage immunohistochimique et 1’analyse des lames des foies de patients
opérés de métastases hépatiques d’origine colorectale a I’hdpital Henri Mondor ont été

réalisés par le Dr Julien Calderaro (Hépital Henri Mondor) ; et (3) la troisieme partie est un
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travail de recherche clinique réalisé sous la supervision du Pr Daniel Azoulay, portant sur la
cohorte de patients opérés de métastases hépatiques d’origine colorectale a I’hopital Henri

Mondor.
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4. MATERIELS ET METHODES

28



Lim Chetana - Thése de doctorat - 2017
41 Méthod olog ie in vitr oet in vivo

Toutes les expérimentations décrites et les photos prises dans ce travail ont été réalisées par

I'étudiant. L'analyse statistique a été réalisée avec le logiciel GraphPad Prism.

411. Cellules et cultures

La lignée CT-26 [CRL-2638; American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA] est
issue d'un adénocarcinome colique de souris immunocompétentes BALB/c traitées par le N-
nitroso-N-méthylurethane. Cette lignée est réguliérement utilisée au sein de notre laboratoire.
Les cellules initialement conservées dans un milieu de congélation (DMSO) sont plongées
dans un bain marie a 37°C. Les cellules sont lavées avec du milieu de culture RPMI 1640
supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal, des antibiotiques (Pénicilline et
Streptomycine) et un antifongique (Fungizone) afin d'éliminer le DMSO. Les cellules sont
cultivées en monocouches dans des flasques, et placées dans un incubateur a 37°C (5% CO2
et 95% d'air) et a saturation en humidité. Le milieu est renouvelé tous les deux jours. Aprés 5
a 7 jours d'incubation, les cellules sont confluentes.

A confluence, les cellules sont lavées une fois au PBS et placées en contact avec de la
trypsine-EDTA 0,25% a 37°C pendant 5 minutes. L'action de la digestion de la trypsine est
arrétée grace a l'ajout du milieu de culture. La suspension cellulaire est recueillie dans des
tubes coniques puis centrifugée a 300 g pendant 6 minutes. Les cellules sont alors remises en
suspension dans du milieu de culture et déposées dans des flasques de culture. Les cellules au
troisieme et quatrieme passage sont utilisées pour les expériences in vivo. Le reste de la
suspension cellulaire est suspendu dans du milieu de congélation a la concentration d’environ
5 x 10° cellules/ml et réparti dans des cryotubes pour étre conservées & -180°C dans de 1’azote
liquide.

Avant utilisation, les cellules sont lavées et dissociées par la trypsine-EDTA. Les cellules sont
re-suspendues dans une solution contenant du RPMI et 10 % de sérum de veau feetal. Apres
contréle de leur viabilité au bleu de Trypan, les cellules tumorales CT-26 sont injectées a la
concentration de 10° cellules/100 pl, en intra-splénique pour le modéle de métastase
hépatique, en intra-péritonéale pour le modéle de carcinose péritonéale, et en sous cutanee

pour le modele de tumeur sous-cutanée.
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4.12. Expérimentation animale

Toutes les expérimentations ont été réalisées selon le respect des regles éthiques en vigueur en
Europe (décret n° 2001-131 du 6 février 2001, liées a la directive européenne 86-609-CEE de
1986) et la charte nationale portant sur I'éthique de I'expérimentation animale établie en 2008
(www.enseignementsup-recherche.gouv.fr). Les animaux (souris immunocompétentes
BALB/c femelles agées de 5 semaines et pesant 20 + 0,5 g) d'origine contr6lés (Charles
River, Arbresle, France), ont été hébergés dans une animalerie rattachée au laboratoire et
agrée par le ministére de I'Agriculture et la Péche sous couvert de la Direction départementale
des services Vvétérinaires, et dont les contrdles sanitaires ont permis de valider la présence de
souris EOPS (Exempts d’Organismes Pathogénes Spécifiques) avec en particulier 1’absence
de virus de I’Hépatite murine. Les animaux ont été acclimatés pendant une semaine avant
toute expérimentation. Nourriture et eau sont fournies ad libitum. L'animalerie est climatisée
avec une alternance de Ilumiére/obscurité selon le cycle nycthéméral. Toutes les
expérimentations ont été réalisées sous la responsabilité du Pr Marc Pocard (autorisation avec
chirurgie n° 75-1229 du 15/11/2006). Toutes les précautions nécessaires ont été prises pour
éviter la souffrance et la douleur de I'animal au cours des expérimentations.

L'induction de l'anesthésie est réalisée, via une inhalation d'isoflurane (Baxter) a 4% avec un
débit d'air de 1.5 I/mn. L'anesthésie est ensuite maintenue par 2% d'isoflurane. L'efficacité de
I'anesthésie est vérifiée avant le début de tout acte chirurgical par pincement interdigital de la
patte arriere de la souris. Si la souris tend a s'éveiller, la dose d'isoflurane est augmentée a
2,5% pendant quelques minutes. En post-opératoire les animaux sont maintenus a 37°C et
observés jusqu'a leur réveil.

Aprés toute procedure chirurgicale, une hydratation par voie sous-cutanée de 1 ml de sérum
physiologique par jour a été réalisée pendant 3 jours. Les souris ont été inspectées
quotidiennement et pesées une fois par semaine. Les animaux qui présentaient des signes de
souffrance et de prostration, qui pesaient plus de 35 g, ou qui présentaient une tumeur sous-
cutanée de plus de 4 cm? étaient euthanasiés.

Les deux méthodes de prélevements de sang par incision de la veine caudale et ponction
intracardiaque sont deux techniques connues du laboratoire.

La technique de prélévement de sang par incision de la veine caudale a été utilisée pour des
prélevements répétés. L'animal conscient est placé dans un dispositif de contention prévu a cet

effet. La queue a été exposee a la lumiére et désinfectée a I'alcool afin de provoquer une
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vasodilatation. Une incision de la veine caudale avec une lame de bistouri est réalisée pour
obtenir un prélevement d'environ 0,3 ml de sang. Le sang est recueilli dans des eppendorfs
préalablement héparinés. Au décours du prélevement, une hydratation par voie sous-cutanée
de 1 ml de sérum physiologique est réalisée.

La technique de prélévement sanguin par ponction cardiaque a été utilisée pour obtenir des
prélevements de sang d'environ 0.8 a 1 ml. L'animal anesthésié profondément a l'isoflurane
est placé en décubitus dorsal. Apres désinfection locale & la Bétadine, une sternotomie est
réalisée. 0.8 a 1 ml de sang sont prélevés dans des tubes EDTA. Les animaux sont ensuite

euthanasiés.

4.1.3. Modeéles murins de tumeurs

Modeéle de métastase hépatique obtenue apres injection intra-splénique de cellules tumorales
Aprés désinfection locale a la bétadine, une incision sous-costale gauche est réalisée chez
I'animal anesthésié. Aprés extériorisation de la rate, une injection intra-splénique de 10°
cellules/100ul de CT-26 est effectuée. L'hémostase est assurée par compression douce de la
rate pendant quelques minutes a I'aide d'un coton tige. La fermeture péritonéale est réalisée au

Vicryl 4.0 et la fermeture cutanée a l'aide d'agrafes de Michel (Figure 4).

Modele de tumeur sous cutanée

Les cellules tumorales CT-26 (10° cellules/100uLl) sont injectées en sous-cutané dans la
région inter-scapulaire de 1’animal. Lorsque la tumeur mesure environ 3-4 cm de grand axe, la
souris est euthanasiée et une exérése de la tumeur, dans des conditions d'asepsie chirurgicale,

est effectuée.

Modele de carcinose péritonéale

Les cellules tumorales CT-26 sont injectées (10° cellules/100pul) en intra-péritonéal. Lorsque
I’animal pése environ 35 g ou présentent des signes de souffrance précoce, il est euthanasié.
La cavité péritonéale est ensuite inspectée pour quantifier la carcinose selon le score de

carcinose péritoneale (score de Sugarbaker).
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Figure 4. Modele de métastases hépatiques par injection intra-splénique de cellules CT-26.
(A) La rate est extériorisée. (B) 0.1 ml contenant 10° cellules tumorales sont injectées en
intra-splénique. (C) Hémostase au point de ponction.

4.14. Modéles murins de libération des progéniteurs endothéliaux dans le sang

Modele d’ischémie-reperfusion hépatique par clampage total du pédicule hépatique

Une incision médiane est réalisée chez I'animal anesthésié. L'ensemble du tube digestif est
extériorisé et placé sur le flanc gauche de l'animal. Les viscéres sont recouverts d'une
compresse imbibée de sérum physiologique. La veine porte pédiculaire supra-pancréatique est
clampé a l'aide d'un petit clamp de microchirurgie pendant 5 minutes (Figure 5). Le tube
digestif présente un aspect congestif et violacé, et le foie un aspect pale. Durant le clampage,
la cavité péritonéale est irriguée avec 1 ml de sérum physiologique. La reperfusion du foie est
contr6lée aprés déclampage. Les visceres sont réintroduits dans la cavité péritonéale. La paroi
est fermée. Une injection par voie sous-cutanée de 1 ml de sérum physiologique est effectuée

au décours de la procédure.
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Figure 5. Modele d'ischémie-reperfusion hépatique par clampage total du pédicule
hépatique pendant 5 minutes. (A) Anatomie vasculaire. (B) Aspect violacé de I'intestin gréle
apres clampage du pédicule hépatique.

Modele d'ischémie de patte par ligature de I'artere fémorale

Ce modele est connu de notre laboratoire et a été utilisé afin d'étudier in vivo les différentes
voies de signalisation impliquées dans I'angiogénese et la vasculogénéese post-ischémique
chez la souris diabétique. Une incision sur la face interne de la cuisse gauche est réalisée chez
I'animal anesthésié. Sous loupe binoculaire, lI'artere fémorale est dégagée du nerf fémoral en
haut et de la veine fémorale en bas. La ligature de I'artére fémorale est réalisée au Prolene 5/0
(Figure 6). La fermeture cutanée est effectuée a I'aide des agrafes de Michel. De la nourriture
sous forme de gelée est ensuite déposée dans la cage afin de faciliter I'alimentation des

animaux.
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Figure 6. Modéle d'ischémie de patte par ligature de I'artere fémorale. (A) Visualisation du
pédicule fémoral a la loupe binoculaire. (B) Ligature de I'artére fémorale. (C) Apres
fermeture de I'incision cutanée (* voie d'abord chirurgicale de I'injection intra-splénique des
cellules CT-26).

415. Cytométrie en flux

Anticorps utilisés et principe de ['immunomarquage direct

Les anticorps utilisés sont les suivants: anti-CD34/APC (eBioscience), anti-CD117/FITC
(eBioscience), anti-CD45/Pe-Cy7 (eBioscience), et anti-VEGFR2/PE (eBioscience).

Les échantillons sanguins sont centrifugés pendant 15 minutes a 300g. Le surnageant
correspondant au sérum est récupéré pour réaliser le dosage ultérieur du facteur dérivé du
stroma (SDF-1a) par la méthode ELISA. Tous les culots cellulaires sont répartis a raison de
30 pl par puits, chaque puits correspondant a une souris. Le culot cellulaire est suspendu dans
6ul de solution d'immunomarquage, et 1ul de chaque anticorps est ajouté. Les cellules sont
incubées pendant 30 minutes a 4°C et a I'abri de la lumiére. 150 ul puis 200 pl de solution de
lyse des globules rouges sont ajoutés, puis une centrifugation (2 minutes, 3000g) est réalisée
afin d'éliminer les anticorps en excés. Le culot est repris dans 50 ul de solution
d'immunomarquage et 50 ul de solution de fixation, et une centrifugation est réalisée. Enfin le
culot est repris dans 300 pl de solution d'immunomarquage avant d'étre analysé en cytométrie

en flux. Un tube pour le contréle négatif (cellules non marquées dans de la solution
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d'immunomarquage), un tube pour le contréle isotypique de chaque anticorps spécifique et un

tube pour le marquage mono-couleur de chaque anticorps sont également prépares.

Analyse en cytométrie en flux

Les cellules sont analysées sur le cytometre [Analyseurs LSR Il (Becton-Dickinson) ou
Gallios (Beckman Coulter) ; Plate-forme de Cytométrie en flux de I’IFR 65, Hopital Saint-
Antoine et Plate-forme de Cytométrie en flux de I’Hopital Saint-Louis]. L’analyse des
résultats a été réalisée en collaboration avec le Docteur Anne-Marie Faussat (Plate-forme de
Cytométrie en flux de I'TFR 65, Hopital Saint-Antoine). Un minimum de 100000 événements
a été recueilli lors de chaque analyse. La population cellulaire est repérée sur le scattogramme
en fonction de la taille et de la granulosité. Une fenétre, prenant en compte uniquement cette
population (les cellules mononuclées du sang), est dessinée afin d'éliminer les débris
cellulaires. Sur le cytogramme représentant la taille cellulaire en fonction de la granulosité, les
valeurs de SSC (Side Scatter) (taille) et de FSC (Forward Scatter) (granulosité) sont réglées
de fagon a bien visualiser la population cellulaire.

Sur I'histogramme de la fluorescence, la tension du photomultiplicateur est réglée de facon a
ce que les cellules non marquées (le contrble négatif qui permet de s'affranchir de
l'autofluorescence des cellules) ainsi que les cellules incubées en présence
d'immunoglobulines non spécifiques (le contrdle isotypique qui permet de s'affranchir de la
fluorescence du marquage aspécifique) apparaissent négatives, entre 0 et 1 sur I'échelle
logarithmique. La tension du photomultiplicateur ne sera plus touchée apres ce réglage afin de
ne pas faire d'erreurs sur la lecture des intensités de fluorescence des échantillons analyseés.
L'intensité de fluorescence de la population cellulaire est mesurée automatiquement par le
cytomeétre et analysée a l'aide du logiciel systtme (FacsDIVA, Gallios ou Kaluza). Les
cellules progénitrices ont été identifiées par le phénotype CD34+ et les progéniteurs
endothéliaux identifiés par le phénotype CD34+ et VEGFR2+. Les résultats obtenus sont
exprimés en pourcentage de cellules positives rapporté au total de cellules mononuclées pour

les cellules CD34+ ou en nombre de cellules pour les progéniteurs endothéliaux.
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Figure 7. Stratégie de détection des cellules progénitrices CD34+, des progéniteurs
endothéliaux CD34+/VEGFR2+ et des cellules progénitrices hématopoiétiques
CD34+/CD45+. (A) Cytogramme représentant les diverses populations en fonction de la
taille (SSC) et de la granulosité (FSC). (B) Stratégie de détection. a, Fenétre éliminant les
débris cellulaires. b, fenétre sélectionnant les évenements CD34+. ¢, Fenétre contenant les
évenements CD34+VEGFR2+. d, Fenétre contenant les événements CD34+CD45+
(progéniteurs hématopoiétiques).

4.16. Immunohistochimie

Les prélevements hépatiques fixés sont inclus en paraffine. Les coupes de 5 pm d'épaisseur
sont effectuées au microtome et colorées de fagon standard a I'hématoxyline-éosine-safran.

L'étude immunohistochimique a été réalisé en utilisant une méthode indirecte ABC-
peroxydase révélée par le 3-3' diaminobenzidine (DAB). Les anticorps utilisés sont les
suivants : CD31 (EBiosciences, titre : 1/200) et VEGF (Santa Cruz, titre : 1/50). Pour une
meilleur homogénéité des résultats, un automate de coloration immuno-histochimique
(Benchmark, Ventana Medical System, Tucson, AZ, USA) a été utilise. Les images ont été
visualisées avec un microscope Zeiss (Germany) équipé d’une caméra AxioCam Icc 1 (Zeiss,
Germany). L’analyse des prélevements a été réalisée en collaboration avec le Docteur Jean-

Philippe Brouland (Département d’ Anatomopathologie, Hopital Lariboisicre).
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Evaluation semi-quantitative de |'immunoréactivité

L'expression des marquages CD31 (densité du réseau micro-vasculaire) et VEGF a été évaluée
semi-quantitativement dans le foie adjacent a la métastase hépatique et ce sur 3 coupes prélevées a
différents niveaux du foie de I'animal. Des tests de dilution ont été effectués préalablement pour
chaque anticorps afin de définir le meilleur rapport signal/bruit de fond et s’assurer que le
marquage obtenu ne soit pas saturé. Apres la réaction immunohistochimique, les images sont
prises a 1’aide du microscope couplé a une caméra numérique. Afin de réaliser une évaluation
semi-quantitative fiable et reproductible de I’'immunoréactivité des coupes, les différentes
séquences - de la préparation des lames avec ’automate a I’enregistrement des images - ont été
réalisées de maniere standardisée. Tous les parametres de visualisation et d’acquisition de I’image
sur le microscope ont été déterminés sur une premiere coupe de foie et ont été conserves pour
toutes les autres coupes. Les images obtenues ont été ensuite analysées a 1’aide du logiciel Image
J. Le grossissement x40 a été retenu pour la numérisation de la surface totale des lames

histologiques.

Marquage CD31

L’évaluation de la densité du réseau micro-vasculaire a été effectuée selon le protocole décrit par
les équipes de Fox et al. et de Weidner et al. °* ®*. Globalement, les vaisseaux ont été comptés
manuellement sur les 3 coupes de foie au grossissement x40. Seuls les vaisseaux
morphologiquement distincts des vaisseaux adjacents étaient comptabilisés. L’absence de lumiére
vasculaire n’était pas un critére d’exclusion. L'expression du CD31 est exprimée en nombre
moyen de vaisseaux marqués par coupe histologique.

Le méme vaisseau,

2vaisseasux diatincts

Figure 8. Evaluation semi-quantitative du marquage immunohistochimique au CD31 au
grossissement x 40. (A) Enregistrement numérique de I'image histologique. (B) Comptage des
vaisseaux a l'aide du logiciel Image J.

T
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Marquage VEGF

Nous avons utilisé une méthode basée sur la déconvolution couleur. Le principe consiste a
calculer la contribution d’une couleur donnée au niveau d’une image couleur °* ®. Nous
avons utilisé ce principe pour étudier la contribution du DAB marron et de I’hématoxyline
bleue au niveau des images histologiques de foie. Pour cela, nous avons a utilisé une
programmation en java réalisant cette déconvolution couleur sous forme de plugin image J *
et dont le but est d’isoler le marquage VEGF du fond des images histologiques a traiter
(Figure 9).

Globalement, on génére deux images comportant seulement les marquages des images de
référence DAB et hématoxyline a I’aide de la déconvolution couleur. Cette étape nous permet
d’écarter le fond de I’image de 1’analyse des couleurs de référence marron et bleue liées au
DAB et a I’hématoxyline. Puis on génére une image binaire (rouge) sur I’image de référence
DAB. L’image est décomposée en pixels dont I’intensité lumineuse est codée par un nombre
en 0 et 255: 0 correspondant a la valeur maximale d’intensité (pixels blancs) et 255
correspondant a la valeur minimale (pixels rouges). Dans ce cas, plus les zones de la coupe
auront fixé I’anticorps et réagi a la révélation, moins elles laisseront passer la lumiére et plus
elles apparaitront sombres, et inversement pour les zones n’ayant pas réagi. L'évaluation a été
réalisée également sur 3 coupes de foie (par animal) au grossissement x40. L'expression du
VEGF est définie par la surface moyenne de sinusoides marqués rapportée a la surface totale

d'une coupe histologique de foie.

38



Lim Chetana - Thése de doctorat - 2017

Figure 9. Evaluation semi-quantitative du marquage immunohistochimique au
VEGF au grossissement x40. (A) Enregistrement numérique de I'image histologique. (B)
Image hématoxyline (bleu-violet) aprés déconvolution couleur. (C) Image DAB (marron)
apres déconvolution couleur. (D) Image binaire (rouge) sur I'image DAB permettant
d'estimer une surface de marquage (ici les images en rouge représentant 21% de la surface
totale de I'image numérisée).

42 Meéthodologie clinique

Les données cliniques et biologiques proviennent de la cohorte de patients qui ont eu une
hépatectomie pour métastases hépatiques synchrones d'origine colorectale a I'Hopital Henri
Mondor (Créteil). L'analyse des données a été réalisée sous la direction du Pr Daniel Azoulay
(Créteil). L'analyse statistique a été réalisée avec les logiciels Statview et SPSS.
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5. RESULTATS ET DISCUSSION
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5.1. Microenvironnement tumoral et potentiel

métastatique

511 Résumé

Nous savons, depuis quelques années, par des données issues de modéles expérimentaux: (i)
que le microenvironnement tumoral du site métastatique peut étre préalablement modifié a
distance par la tumeur initiale; et (ii) que la tumeur initiale, en sécrétant des chémokines,
induit la formation d'une niche pro-métastatique qui rend le site métastatique permissif aux
développements de celles-ci.

Récemment, des résultats expérimentaux ont suggeré que des progéniteurs dérivés de la
moelle osseuse, cellules non cancéreuses du microenvironnement tumoral, avaient une
influence sur la croissance tumorale et la dissémination métastatique. Il a été proposé que ces
progéniteurs hématopoiétiques et endothéliaux dérivés de la moelle osseuse, soient recrutées
en réponse a des cytokines sécrétées par la tumeur primitive (dont le VEGF), et qu’ils
circulent dans le sang pour se localiser dans les sites métastatiques ou elles assurent des
fonctions de néo-angiogénése et de vasculogénése tumorales. Tous ces résultats n’ont jamais
été validés dans un modéle animal de métastases hépatiques d'origine colique.

Pour simuler la présence d'une tumeur primitive dans notre modéle animal de métastases
hépatiques, nous avons utilise combinée un modéle d'ischémie par ligature de l'artere
fémorale ou clampage du pédicule hépatique (modéle mimant la présence d’une tumeur
primitive) et un modéle de métastases hépatiques obtenues par injection de cellules CT-26 en
intra-splénique. Dans le modéle d’ischémie de patte, la ligature de l'artére fémorale induit une
libération de progéniteurs derives de la moelle osseuse dans la circulation sanguine (on parle
de mobilisation de progéniteurs). Ces progéniteurs se dirigent vers la zone ischémique pour
participer a la néo-angiogénése, vasculogénese et la neurogénése. Ainsi, dans notre modele
tumoral de métastases hépatiques, nous avons ajouté un modeéle de ligature de l'artére
fémorale et voulu savoir si la libération de progéniteurs endothéliaux modifiait I'angiogénese
hépatique et la croissance tumorale des métastases hépatiques (Article 1).

Nous montrons deux resultats importants: (i) En induisant la mobilisation de progéniteurs
endothéliaux médullaires dans la circulation sanguine par un mécanisme d’ischémie par
ligature de l'artére fémorale (a distance du foie), nous avons montré que la présence massive
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de ces progéniteurs circulants s'associe a une accélération de la croissance des métastases
hépatiques, et (ii) la présence massive de progéniteurs endothéliaux circulants s’accompagne
également d'une augmentation de l'angiogénese au sein du parenchyme hépatique non
tumoral, adjacent aux métastases hépatiques. Ces résultats suggerent que le
microenvironnement hépatique peut étre modulé a distance pour étre profondément permissif
a I’angiogénése tumorale, et par conséquent aux développements des métastases.

Ces résultats ont été validés, dans une deuxiéme partie du travail expérimental, sur un modéle
de carcinose peéritonéale et un modeéle de tumeur sous-cutanée (Article 2). La co-
administration de cellules tumorales de cancer colique murin CT-26 et de progéniteurs
endothéliaux dérivées de la moelle osseuse dans la cavité péritonéale induit une accélération
de la croissance tumorale dans le modéle de carcinose péritonéale avec un index de carcinose
péritonéale significativement plus élevé par rapport au groupe contrdle (co-injection de
cellules tumorales et de sérum en intra-péritonéal). De méme, que la co-injection de cellules
tumorales de cancer coliqgue murin CT-26 et de progéniteurs endothéliaux dérivées de la
moelle osseuse en sous-cutané induit une accélération de la croissance tumorale dans le
modele de tumeur sous-cutanée par rapport au groupe contrble (co-injection de cellules
tumorales et de sérum en sous-cutané).

Enfin, dans un troisiéme partie expérimentale, nous avons validé le concept de niche pré-
métastatique dans notre modeéle murin de métastases hépatiques (partie « résultats non
publiés »). Dans notre modéle expérimental de parabiose, les progéniteurs endothéliaux
médullaires mobilisés dans la circulation sanguine viennent se localiser dans le foie dés le
7ieme jour de l'expérimentation, et ce avant ’apparition de métastases hépatiques (autour du
21°™ jour dans notre modéle de métastases hépatiques). Sur la base de nos résultats
précédemment décrits, cela suggere que ces progéniteurs endothéliaux participent a la
formation d'une niche pré-métastatique, y développent une angiogénése propice a
I'implantation ultérieure des cellules tumorales et au développement de métastases hépatiques.
Nous avons choisi de définir comme progéniteurs endothéliaux dérivées de la moelle osseuse
toutes les cellules qui exprimaient le CD34+ et VEGFR2+ en cytométrie en flux. A ce jour, le
critére phénotypique qui definit cette population reste sujet & controverse et aucun consensus
n'existe sur les marqueurs de surface qui identifient ces cellules. En 1997, Asahara et al ont
décrit une population de cellules CD34+, qui cultivées ex vivo, se différenciaient en cellules
ayant les caractéristiques de cellules endothéliales matures ®. Ce résultat a été ensuite

confirmé par d’autres équipes ®"*. Ces cellules ont été appelées “cellules progénitrices
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endotheéliales” et des données ont montré qu'elles provenaient de la moelle osseuse, qu'elles
étaient libérées en réponse a des stimuli dans la circulation sanguine, et qu'elles constituaient
les foyers de néo-vascularisation au sein des lésions ischémiques. Dans la littérature, la
combinaison de marqueurs de surface la plus utilisée pour I'identification de ces progéniteurs
est la suivante : CD34, CD133 et le VEGFR2 ; sachant que chaque marqueur a lui-seul peut
présent a la surface de plusieurs cellules du sang.

Des données récentes montrent que des cytokines et des facteurs de croissance tels que le
VEGF, SDF-1a, le facteur de croissance granulocytaire (G-CSF), et le MMP9 sont impliqués
dans la mobilisation des cellules endothéliales progeénitrices dans la circulation sanguine.
Dans nos expériences (Article 1), le dosage de SDF-1a sérique a différentes intervalles de
temps n'a pas montré de variations statistiquement significatives. Ce résultat peut étre
expliqué par le fait que les mécanismes par lesquels ces molécules activent la mobilisation des
progeniteurs se déroulent dans la moelle osseuse.

La principale limite de ce travail expérimental réside dans le fait que nous avons utilisé un
modele murin d’ischémie et non un modéle murin de tumeur colique. Cependant ce travail
expérimental constituait une preuve de concept car il n'existe, a notre connaissance, aucunes
données expérimentales prouvant qu'une tumeur colique soit associée a la libération de
progéniteurs endothéliaux dans le sang. Ainsi, la mise en place du modéle murin de tumeur
colique avec des prélévements sanguins répétés chez le méme animal pour doser les
progéniteurs sanguins nous a paru étre une procédure complexe (pour une preuve de concept)
et risquée pour I’animal (risque de déces précoce par la complexité et la lourdeur des
procédures chirurgicales). On aurait aussi pu utiliser un modele murin de métastases
hépatiques par implantation d'une tumeur au niveau du caecum car il s’agit d’un modéle
connu du laboratoire. Mais le risque d'apparition de nodules de carcinose péritonéale locale et
généralisée au cours de I'évolution naturelle de notre modele tumoral risque de biaiser
I’interprétation des résultats en ajoutant des facteurs confondants. D'autres questions restent
en suspens telles que les mécanismes d’action (directe ou paracrine) ou la réelle contribution
de ces progéniteurs sur la formation de la niche pré-métastatique et 1’angiogénése tumorale

dans notre modéle de cancer colorectal métastatique.
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512 ARTICLE 1: La mobilisation des progéniteurs endothéliaux médullaires dans le sang

induite par une ischémie augmente la croissance tumorale et I'angiogénése dans un
modele murin de métastases hépatiques.
Journal of Surgical Research. 2013 184:888-897.

Hepatic ischemia-reperfusion increases circulating bone marrow-derived progenitor

cells and tumor growth in a mouse model of colorectal liver metastases.

Lim C, Broqueres-You D, Brouland JP, Merkulova-Rainon T, Faussat AM, Hilal R,
Rouquie D, Eveno C, Audollent R, Levy B, Pocard M.
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24.  Ernzyme-linked immunosorbent assay

We alko collected peripheral blood samples in heparinized
tubes by tail bleeding {at different time points after induction
of ischemin) or cardiac puncture from anassthetized mice
fimmediately before mice were killed). Blood was then
centrifuged to collect plasma We determinad serum levels of
SDF -1 using a commercially available mouse CXCL12/SDF- 12
Immuncassay Kit (Quantikine; R&D Systems Lille, Francs)
according to the manufacturer's instructions.

25. Immunohistochemistry

Formalin-fixed, pamffn-embedded liver samples wers cut
into serial S-um sactions, The sactions were stxined with
hematoxylineosin according to standard procedures. We
performed immunostaining with anti-CD31 antibody (eBio-
xiences; 1/200 dilution) and anti-VEGF antibody (Santa Crnuz
HBotechnology, Inc, Santa Cruz, CA; V50 dilution), fallowed by
detection with 3.3 -diaminobenzidine peroxdase, using the
Benchmark Autostainer appamtus (Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ).

We performed semiquantitative analysis of immunolabel-
ing in a blinded manner using Image] image analysis software
{version1.45b; Nationalinstitutes of Health Bethesda MD). We
assessed microwsse] density (number of vessels per square
millimeter) after CD31 immunolabeling in three sactions per
each experimental animal on a x40 field [23] We assesced
VEGF immunaostaining using the Color Deconvolution phagin
for the DABstain |24,25). The DAB(VEGF) stained regions wers
isolated from the hematoxylin counterstain in the digital
imageof the liver sactionand control images throughthe use of
calor decomposition. Each result i expressad as a mtio of the
surface occupied by VEGF staining to the total surface.

26. Colorectal liver metastasic model

We made a1-cmleft subphrenicincision to expose the spleen.
We then injacted CT-26 eslks (1 x 10°) into the spleen using
229 g ge needle. The wound was closed in two layers,

27. Hepatic VR and hind limb ischemia models

A modified model of hepatic VR injury was induced &= previ-
ously described |8,26). Briefly, a midline laparotomy was per-
formed, and an atmumatic microvascular clamp was used to
interrupt blood supply to both the left and right lobes of the
bver. After 5 min total hepatic ischemin, the clamp was
removed to initiste hepatic mepedfusion (Fig 1). For the
unilateral hind Emb ischemia model, the femonl antery was
gently dissected and separated from the vein using a micro-
wope. The femaral artery of one hind imb was ligated and
excised. The ligature was performed just above the origin of
the circumfiexa femoris lateralis, as previously described [20].

28 Experimenta design
To investigate the effects of hepatic ischemia- induced mobi-

lzation of circulating EPCs on liver metastatic tumor growth,
we induced ischemia 48 h before the intrasplenic injection of

46

Fig. 1 — Intraoperative view of total hepatic pedicle
clamping (black arrow, microvascular damp; white star,
portal vein).

CT-26 cellg and killed animals 21 4 post-ischemia {Fig.2A). For
comparison, we studied mice that underwent imb ischemia
as positive controk of EPC mobilization. Four groups of
animals n - 1¥/group) were analyzed. Ten mice constituted
the studied group (Hepa VR + CT-26 group) and underwent
hepatic VR 48 h before the intmsplenic implantation of CT-26
cells. Thers were two control groups: 10 control sham-
operated animals that received a sham midline incision
laparatomy 48 h before the intrasplenic injection of CT-26
cells constituted the control group (Sham 4+ CT-26 group),
and 10 mice subjected to hind limb ischemia 43 h before the
intrasplenic implantation of tumor cells constituted the
positive control group {limb k + CT-26 group). One additional
goup included mice thatunderwent both hepatic VR and hind
limb ischemia before the intrasplenic injection of CT-26 cells
{imb Is 4 Hepa /R 4 CT-26 group.

We collected venous blood samples before surgery at day
Oundat varioustimes after the surgeries, and submitted them
to fiow cytometry analysis 1o count circulating hematopaietic
progenitorcells (CD34 ™) and circulating FPCs (CDA4T /VEGFR2™).

Assessment of tumor growth included counting the
macrascopic liver metastases and weighing the livers, Livers
were then excised and sepumted into right and left halves.
The right saction was quickly frozen in liquid nitrogen for
bochemical analysis, and the left section was fixed in 10%
farmaldehyde and paraffin-embedded for subsequent immu.
nohistochemical analyses,

29. Dataanalysis and statistics
Results are expressed as means + standard error of the mean.

Girculating progenitor cells are expressad as a paroentage of
control (Sham 4 CT-26 group). We perfarmed commrisons
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wsing Student t-tes for anahysie of two expedmental groups
and sns-wayanalsie of variance followed by Hewman-Keuls
multiple comparizon test for analysis of more than ‘two
experimental groups Two-way analysic of varianee followed
by post hoe Bonferroni conmplementary comection was per-
brmed when two indepen dent vadables were present. P <005
was considered sigmicant. We performed statistical analysis
with GraphPad Prism (v5.0%; GraphPad, San Diegs, CA).

3 Results
31 Mortality

Postopemative mortality mte was 10% [n = Leach) in bath
hepatic VR Hepa VR 4 CT-26) and hepatic B4 hind imb
imchamia (Limb s 4+ Hepa YR 4 CT-26) groups. Thers was no
opemmathre morality in both hind limb ischemia {Limb k& 4 CT-
26) and con'trel Bham 4 CT-26) groups.

32 Effect of hepatic IR injury on number of circulating
hemato poletic progendtor eells and EPCs

On the day befors each surgical procedurs, 14% = 0.5% FB-
MMCs were CD3 and 0.1% <+ 0.16% PB-MMNCs were CDA4T/
VEGFRZ" in female BALR e mice We detected no signifieant
differences among the four expedimental groups at this time
point. On day 1 after schemic surgery, CDA4Y PR-MNCs wens
dimificantly imcreased and reached 1105% 0+ S0
S = 372K, and 950% £ 187K of those in the Sham + CT-26
group for the Hepa VR 4 CT-26, Limb 1= 4 CT-26, and Limb
k4 Hepa VR 4 OT- 26 groups, eepectively [P < 0.05). Similarly,
the CDE4TWEGFR2 ™ PE- MMCs wers alevated to 976% + 170%,
FE% + 7%, and 1687% = 355% of the Sham + CT-26 group
for the Hepa VR 4 CT-26, Limbls 4 CT-26, and Limb k& + Hepa
IR 4 CT-26 groups, respectively, at 1 d post-ischemia (P < (05)
(Fig. 28 and ). The level of PE-MMCS in the (D4 and CDA4Y
VEGFRZ® celk of the three Echemic groups then rapidly
et d te the level of the Sham 4 CT-26 group and remained
relatively stable forup to 21 d afterischemin

33 Incrensed ciradating progenitar cell lewls arrelate
with elevated serum SDF-1 content

Becawsse SDF-1 & a key regulator of progenitor moebiization
From bone marrow, we next investigated whether SDF-1 was
up-repilated in the serum of Echemic animals We measured
=rum SDF-1 comtents by encyme-linked immunosorbent
ameay at varous mes before and after jmchemia At day
O befors surgery, the senmm SDF-1 concentrations wens similar

in the nonischemic and ischemic groups (198 + 055
212 + 052, 189 = 0.3, and 207 = 029 ng'ml for the
Sham + CT-26, Limb I= 4 CT-26, Hepa VR 4 CT-26, and Limt
k 4 Hepa IR 4 CT-26 groups, recpsc thyehy) [Fig. 2D, Onhy hine
limd Echemia associated with bepatic 'R injury signifcanth
enhanced the serum SDF-1 concentration at day 1 post
ischemia (351 +0.72 ng/ml far the Limb 1s 4 Hepa VR + CT-
26 group at day 1. < 001 [Fig. 2D, Atdays Jand 7 postsurgery
no sigmifieant differencs sdcted among serum SDF-1 levels in
the fou rexperimental groups. Atdays 14 and 21 post-ischemia
EDF-1 became undetectable in the som of animals of all groups
fda ta not shown).

34 Effect of hepatic IR injury on lve maastasis

Mext, we astecead the impact of hepatic VR injury on colorecta
lhver metsctacie At day 21 post-iechemin, 20% (n = 2110]) of the
sham-operated animal that recehred CT-26 dewelope:
macroscopc lher metasisces Hepatic VR injury andfor hine
limb isrhemin increaged the incidencs of liver metsctags @43
fior the Hepa VR + CT-26 group and 7% for the Limb & + CT-2
group). Hepatic IR injury associated with hind Emb Echemiz
did not further enhancs the incdencs of lher metastasis 56X
for the Limb I= 4 Hepa VR injury + OT-26 growp) [Fig 3A—0)
Howraver, we found a greater mumber of Hwer metasstsces in
animalk that recehved two fschemic surperies comparsd with
animalk in the other expedimental groups [Fig. 3A—0). Mo
aver, the lverbody weight ratio of these animals was signifi-
cantly increased (00537 =+ 00022, 00603 + 000A
0604 + (U00E7, and 00829+ 0.0100 for the Sham + CT-26, Hepa
VR + CT-26, Limb Is 4 CT-26, and Limb Is 4+ Hepa VB 4 CT-X
groups, repectivehs Po007) [Fig 30), which sugpects a highen
Thver metsctacic burden in the i hemic goups.

35 Immunchistockenim] analysis of CD31-positve
ricrovascular density {nliver Hesue adjacent o metastases

W next sought to investigate whether lver tesue adjacent 1€
ver metstases was maodibed by the hepatic ischemia
indseed increase in dreulating progenitor cells; this ineness
muny provide a permische sovironment for metastatic tymo
seading and growth in a manner similar to that described by
Eaplin and collsagees [27]. We ascecond microvescsl density
1 dafter ischemia (19 d after intmsplenic injection of CT-2§
in serial sections of lver tesues, Anti-CD31 immunoestaining
revealed an extersive snusaddal petwark in an ares adjacen
tolver metastecesin all fowur groups, Hepatic VR injury or hine
limd izchemia signifcantly incressed microveses] denity in
the vicinity of the liver metactaces (53 + 5 70 =5, and 71 +5
1\.l=mek."r.|'|.mJ for the Sham + CT-26, Hepa IR + CT-24, anc

3-1‘;“1.1- in S-wk-old fernale BALR/: mice (n = 10 mice/group). Animals were killed onday 21, and assesem ents of tumor
growth included counting macroscopic lhrer metastases md weighing Hvers. Blood samples (n = 5 mice/tSme paint)were
mllected by tail bleeding, and circoulating EFCs and hematopojetic progenitor cells were measured inall groups beforeand 1,
3, 7, 14, and 21 d after ischemia. FACS, fluorescein isothiocyanate. [B, C) Percentages of droulating CO34-pos itdve {B) and
droulating CO34VEGER2 - posithve C) cells at different tme points after ischemin. Hepatic R injury andfor hind Emb
ischemia rapidly increased the leves of crculating progenitors at day 1 post-ischemia n = S/group). (D) Hepatic VR injury
associated with hind Emb ischemia significantly increased serum SDF-1 content 1 day (1) after ischemia. "P < 005;

TP < 001 TP < 0001, n=, mot significant.
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Fig 3 — Effects of hepatic VR injury on liver metastasis in imnimals with intrasplenic injection of CT-26 cdls. (A)
Representative photos of CT-26 intrasplenic injection-ind uced peritoneal metastasis in animals 21 d after hepatic VR injury
and limb ischemia. (8) Representative images indicate that hind limb ischemia and/or hepatic IR injury enhance liver
metastasis. Upper, macroscopic observation; lower, hemataxyin-eosin staining in lver sections. Scale bars = 1 cm. “Liver
tumors. {C) At day 21, incidence of liver metastasis. (D) Ratio of mouse liver/body weight at day 21 {n = 10group), P < 0.05

P < 00L

Limb Is 4 CT-26 groups, respectively; P < 0.001) (Fig. 4A and B).
The vascular density was highestin animals with both hepatic
/R injury and hind limb schemia {88 + S wessele/mm” for the
Limb Is 4+ Hepa /R + CT-26 group; P < 005) {Fig 4A and B).
Howewer, no significant modification of VEGF expression was
evidencad between these experimental groups at day 21 post-
ischemia,

4, Discussion

We conducted the present study to assess the effect of he patic
pedicle climping on tumor progression of colorectal liver
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cancer. First, our results sugpest that hepatic IR-induced
mobilization of hematopoietic progenitor cells and EPCs led
to modification of the liver timue microenvironment, render-
ing it more pro-angiogenic. Second, this pro-angiogenic miao-
environment that was generated sulmequently enhanced
colarectal cancer cell engraftment and metastatic growth.
Several experimental studies were developed to investi-
gate the effects of hepatic padicle clamping on tumor growth,
Induction of new tumors after liver resaction suggests the
presence of preexisting micrometastases that have been
positively stimulated by VR Hepatic VR is predicted to
contribute to tumor mogession in three ways: (1) Up-
regulation of angiogenic factors such as VEGF might be
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Fig. 4 — Effects of hepatic IR injury on microvascular density and VEGF expression in liver parenchyma adjacent to
metastases at day 21 post-ischemia. (A) Representative images of CD31-positive microvascular density in liver tissue
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the micro Jar d
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theliver tumar n = ¥group). {C) Representative photos of VEGF -positive liver tissue adjacent toliver metastases. (D) Hepatic
VR andjor hind Emb injury have no significant effect on VEGF expression in lver tissue adjacent to the liver tumor st day 21
post-ischemia (n = Sgroup). Scales bars = 20 um. ns, not significant. *P < 0.05; **P < 0.001L

responsible for both tissue re pairassociated angiogenssic and
tumar angiogenesis, {2) inflammation could directly or indi-
rectly trigger tumoar growth [28-32], and (3) pralonged hypoxia
may provide a pro-tumorigenic microenvironment through
up-regulation of hypoxia inducible factor-12 [33].

In the present study, we hypothesized that the increase in
circulating FPCs sither after hepatic ischemia {resulting from
hepatic pedicle clamping) or limb ischemia {resulting from
femoml artery ligation) might enhance tumor growth in our
mouse model of colbrectal liver metastases. We therefore
compared a group of mice that underwent limb ischemia
known to have increased levels of circulating EPCs after imb
ischemia (positive controk), with mice that underwent it her
hepatic ischemia, combinad hepatic and limb ischemia, or
sham-ischemic surgery (negative controls).

We used the association of immunocompetent mice and
the CT-26 cell line for the experimental model in this study,
for several reasons. First, BALR/c mice have a normal
immune system, which may refiect the normal immune state
of patients with colorectal cancer and avoid immunologic
bizs. Second, we chose to induce total hepatic I/R by
occhuding the vascular inflow of the whole liver for 5 min

50

Compared with partial hepatic I/R, total hepatic I/R model
mimics the so-called “Pringle maneuver,” the procedurs
cormmonly used for liver resection. We obtuined liver

eta by intraspl injection of tumor cellks, which
was similar to the clinical setting of hematogenous dissemi.
mation of human cdorectal cancer cells through the portal
system. This mode] allows us to study all metastatic phases
of colorectal cancer from micrometastases to macrometa
stases. Fourth, we chose to use a mouse model of hind imb
ischemia as a positive contral, in addition to the nonischemic
control mice.

In this study, we first performed ischemia before liver
metastasis occurred, and analyzed the liver tissus adjacent to
the metastases. This approach is original becmise it consisted
of creating pathophysiolgic conditions to modulate the pre-
metastatic microenvironment and therefore increase the
tumar-enhancing effects of the liver microenvironment.
Recently, ithas been meognized that preferential cdonization
of specific tissues by tumor cells is determinad, in part, by the
presence of microenvironments within distant target organs
that are suitable for metastasis formation [34=37]. Increasing
evidence suggests that certain primary tumors stimulate
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a specific population of non-tumar hematopojete celk to
mobilize and sngraft distant target teepes, commsguently
crating a e metasttic niche that allows for the codoniza-
tion of dreulating cancer calls [27,38].

In accordance with previously reported fudies |15,39 40],
our resulls demonsimte that cireulating  bematopoedis e
progenitor oell and PG vl wers increased at 24 h after
hepatic VR imjury andfor hind Emb ischemia, and then
decrased to a normal level at 48 h These modifications in
progenitor call vels were ikely cormelated with a peak ssram
canoen tration of SDF -1, a key fac tor indwcing the mobilization
of progeniter calls H142]. However, serum concentration of
SDF-1 was increased only when hind limb Echemin and
hepatic VR injurywers combined | bt incressed mobilization
of hematopoietic pogenitor cell and EPC was seen in all
thres kchemic mopss modsele Possible hypotheses for the
differentinl effects obeerved may be that (1) peak serum
concentration of SDF-1 reliez on additional effects of the
combinm tion of regiomal and distal mchemic procedures; or (2]
imcreased mobilization of these cells was associnted with
changes in the liver and the limb, and not only with ssrum
SDF-1 content.

Interestingly, this Echemia-induced tmnsient incresse in
circulating hematopejetic progeniter cellk and EPCs befors
tumar cellk injection was accompanied by a subssguent
accelemtion in liver metastasic. Immunchistochemical anal-
ysis of COE1 Inbeling evidenced a more pronounosd micro-
vascular density in the lver Hesee adjacent to metastases in
tumar-hearing mice that underwent hepatic ischemia
camparsd with that in the mice without ischemia

Bt Se FPCs have the capacity to diffe rentia te in'to ma hume
endothelial cells and form new vascular networks 14,4384,
an increase in droulating FPCs could promote angioge nesis in
the hver amd facilitate the sssding of cirmulating calorectal
cancer calle. It o been reported that tissee VEGF exprecion
was mpidly incressed 2 d after hind Emb ischemia 5]
However, our shady demonctmted no significant differsnoss
in VEGF expression in the liver Sesue adjacent bo metasiaces
at dmy 21 post-ichemia This discrepancy may mefiect a bell-
zhape chamcter of VEEF exprestion after ischemia, with
a transient incresce at eady time points and a return to basal
levels at later ime points.

These recults are in ace ordanoe with our previews study in
which we found thatintravencus injection of exopgenousbone
mamow—derved mononucear csllk into 1S5-174 tumor-
beearing mice stimulated colorectal Bver metastasic [22]. Our
previous study showed that these mononwclear cells Solated
from the bone marrow of tansgenc GFPF mice inte 15-174
tumor-hearing mice ame capable of homing to and inhlrating
liver tumaors, In addition, immunostaining analysis revealed
that a fraction of these cells wax co-localized with endothelial
cell 23], which indicates, at lesst in part, the recruitment and
incorparation of FPCe imto neowssels of the metsstatic
micrremimnment.

However, we observed no significant comelation be tunesn
the mumbers of droulating bone marmow—derived progenitar
calle, tumaral resporses, and micmovascular density. e
ohserved that hepatic chemia and combined hepatic and
limb fmchemia both induced higher levelk of hematopoietic
progenitor cells [CIE4 4 PRMEE), baut we found that combined

51

hepatic and limb ischemia resulted in mors metastases than
hepatic ischemia alone. In addition, combined hepatic and
limb mchemia induced highsr micowascular density than
hepatic or limb jshemia alone. Pessible reasons for these
seemingly wansd results many be that (1) dreulating endothe-
lial progenitor cells do not directly contribate to angiogen e
mediated tumar growth and metastatic progresion, and (3
the mechamiems of Echemin-aceslersted tumar growth ame
likeehy to be maultifactorial

Indeed, controversy exists conceming the melathe contri-
bution of these cells to the formation of neovessels. The
axitence of an adult hemangicklact was well-evidenosd, bt
the differsntiation of mamow stem cells toward the endo-
thelial lirsage is an extremehy rare event 6. A recent stady
reported that EPCs did not contribute to the brmation of
tumar endethelivm in amimal medsls of lung metsstatic
tumars (melnoma and prostate carcinoma) [W7]. Convermsely,
transplantation with Id wild-type bone marmow signibeant by
reduced hemorrhaging in poody differentiated prostate
adenocarcinomas, with bone mamow—derved andothelial
cells contributing to 143% of the tumor blood wesoels. However,
in wall-differentinted prostate sdenscarcinomas, thers was
little evidence of bone marmw—derived endothelial cel
incorparation, which sugpests that tumar an gilogenesis varies
depending on the tumar grade |48].

Few climical shudies honre focused on the effect of hepatic
pedicle clamping on recurrence and sirvival after resection
of primary or secondary Bwer tumaors [49—51]. Howewer,
these shadies yielded confiicting results . Ishimika et al [50]
reported that longer hepatic pedicle camping may predict
a shorter survival in patients undergoing bepatectomy for
hepatocelhilar carcinoma. On the other hand, vse of hepatic
pedic ke c lamping does not seem to adversely affect long-term
survival for colorectal liver metastases [49,51]. Our preclinical
results are consistent with recent data obtained from liver
metastatic patients, in which the sxprescion of angiopenic
factors such as VEGFA, VEGFR2, placental growth factor,
hypoxia inducible factor-1e, and VEGFR] wasincreased in the
lwer ticce adfpcent to colomectal liver metastsoss in the
presence of the primary tumaor. Thess data sugpest that the
calon tumor could infivence the snvimnment in the lher
before metastasiz [11]

Ouarstiedy has several limitations, Altermative explanations
could be dedwed from the observed rsults becmws the
genemton of ischemic tsspes may alko producs a systemic
pro-an giogenic state that stimulates me testasie devwe lopment
and progression. Another limit of the present stsdy is the nck
of description of mascular events underlying the mecha-
niems of recneitment of the mobilized celk.

In conclusion, the formaton of Bver metastases was
significantly accelemted in our bepatic 'R mouss model
suppartng the notion that VR potentially enhanoss tumaor
progresgion. Onr resulte sugget that invasion and me tta tic
properties are not always influenced by cancer cells them-
sehres, bt by crosctalk betuwreen the cancer cells and bomne
mamew—derved components in the metastatic microenmvi-
ronments. The results provide a mtionale for the clinical
development of an innovative strategy based on combining
anti-angiogenic drugs with thempiec tarpeting ciroulating
EP(s
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switch in tumor growth and meta stati c progression. Bochim
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513 ARTICLE 2: L'administration de progeéniteurs endothéliaux médullaires augmente la

croissance tumorale dans les modéles murins de carcinose péritonéale et de tumeur

sous-cutanée.

Digestive Disease and Science. 2015 60:280-282.
Bone marrow cell therapy and liver regeneration: The potential clinical caveat.

Lim C, Broqueres-You D, Pocard M.
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We have read with great interest the article by Baribor of al
[1] titled “Bome marrow cells enhance liver regeneration
after massive hepaiectomy in mice," published in the July
2014 izsue of Digestve Disenses and Selences. These
experimental resulk are very interesting and validate e
concept that bone marrow cell ferapy may improve hepatic
function and regeneration in the seting of liver resection [2,
3]. However, the following point must be discwssed.

Firat, liver resection i mainly performed for oncological
purposes. In that sense, the ideal animal model should be
mice withestablished liver cancer atthe time of hepatectomy
and portal or taill vein bone mamow cell injection, which
represents e reallife dtuation faced by the surgeons. This
wis ot the case in the study published by Karibori et al.

Second, there is increasing evidence that dw ineraction
between e cancer microsnvironment and bone msrow
cells may potentially enhance tumaor growth (the so-called
concept of e pre-metasiofe niche [4, 5], where bone
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marrow cells participaie in the creation of the metastatic
environment sie, by increasing the angiogenic properties,
before tumor cell amrival). Indeed, we have showed that
transplantation of bone mamow precursor cellk promotes
tumor growth in & mouse implantation mode] of subouta-
menis colorectal cancer and & mouse model of colorectal
cancer peritonesl carcinomatesis (Fig. 1. Te obtain
jperipheral blood mononuelear cells (PE-MNCs), 24 hafter
femoral anery ligature, mice were killed, and Hood was
collected by cardiac puncture. PB-MNCs were kolated by
gradient density centrifugation on a Pancoll centrifuge and
me-suspended  in  phosphate-buffered  zaline  (PES)
Approximately 5 x 1 PB-MNCs were co-injected with
CT-26 murine cdon cancer cells either subcutansously
(submutanesus CT-26 twmor model) or intraperioneslly
{peribneal carcinomatosis model). The control group
meceived & subtutaneous or intraperitoneal injection of an
equal volume of FES (n = § animals per group).
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514 RESULTATS NON PUBLIES N°1: Les progéniteurs médullaires mobilisés dans le

sang vont se localiser dans le foie: validation du concept de niche pré-métastatique.

L'objectif de ce travail expérimental était de montrer que les progéniteurs endothéliaux
mobilisés de la moelle osseuse dans la circulation sanguine se dirigent vers le foie, avant
I'arrivée des cellules tumorales. Cette donnée permettrait de valider le concept de niche pre-
métastatique.

Pour cela, nous avons réalisé deux protocoles expérimentaux. Dans un premier temps, il s'est
averé nécessaire d'evaluer le délai d'apparition des nodules hépatiques macroscopiquement
visibles dans notre modele de métastases hépatiques. Dans un deuxiéme temps, nous avons
mis en place un modéle de parabiose en liant chirurgicalement deux souris au niveau leurs
abdomens, de facon a mettre en communication le sang de ces deux souris. Le but est de
montrer que les progéniteurs endothéliaux medullaires libérés dans la circulation sanguine de

I'une circulent dans le sang de I'autre pour se diriger vers le foie de cette derniere.

Délai d'apparition des nodules hépatiques macroscopiquement visibles dans notre modele de
métastases hépatiques

Nous avons injecté chez 15 souris, 1 x 10° cellules de la lignée tumorale CT-26 en intra-
splénique. Les animaux ont été sacrifiés par groupe de trois tous les sept jours & partir du 7'™
jour suivant I’injection. La présence de tumeurs spléniques nous a servi de “contréle” et a
montré qu'une injection de cellules tumorales viables en intra-splénique a bien été réalisée

(Figure 10).

3 souris sacrifiées tousles 7 jours

AN Evaluation macroscopique si présence de métastases
[\ BALB/cfemelles hépatiques
&~ 22" 5-6 semaines
s n=15 (—//N
JO 17 J14 J21 J28 132

JO: injection intra-splénique cellules CT26 (n=15)

Figure 10. Protocole pour évaluer I'histoire naturelle des métastases hépatiques apres
injection intra-splénique de cellules CT-26.
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Nous n’avons pas observé de métastases hépatiques macroscopiques avant le 21'me jour. Au
21™ jour, les métastases étaient présentes dans 66% des cas (n=2/3). A partir du 28"™ jour,
100% des souris sacrifiées avaient des métastases hépatiques. Les métastases hépatiques
étaient peu nombreuses (entre 1 et 4) et mesuraient quelques millimetres de diameétre.
L’injection intra-splénique de cellules n’a pas entrainé de décés post-opératoire. Par contre, 3
(20%) souris sont décédées spontanément aprés le 25°™ jour ; parmi elles, 2 avaient des

métastases hépatiques (Figure 11).

100,
§ Bl métastases hépatiques
.g 80| 3 carcincse péritonéale
%__ - B8 tumeur splénique
T
Es
v
g 20)
S
=

0 7 14 21 28 32
Temps (jours)

Figure 11. Histoire naturelle des métastases dans notre modeéle.

Niche pré-métastatique

Une ligature de I'artére fémorale droite a été réalisée sur une premiére souris, que I'on nomme
"souris ischémie de patte” et une injection intra-splénique de cellules CT-26 a été réalisée sur
une deuxieme souris, que I'on nomme "souris métastase hépatique". Ces deux souris ont été
ensuite réopérées avec la technique de parabiose. Les souris sont successivement anesthésiees.
Une incision cutanée est realisée sur le flanc gauche de I'abdomen de la "souris ischémie de
patte et sur le flanc droit de I'abdomen de la "souris métastase hépatique”. Ces deux incisions
sont ensuite anastomosées par deux hémisurjets au Prolene 5/0. La peau est fermée a l'aide
d'agrafes de Michel (Figure 12).
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Figure 12. Modele de parabiose chez la souris. (A) Anesthésie de la premiére souris. (B)
Réalisation de la parabiose. (C) Les deux souris sont liées chirurgicalement.

Deux types de paires ont éte realisés. Le premier modéle est constitué de deux souris femelles
de fond génétique différent: CD 45.1 (GenOway, France) (“souris ischémie de patte™) et CD
45.2 ("souris métastase hépatique™). La présence des progéniteurs endothéliaux médullaires
mobilisés apres l'ischémie de patte a été analysée par cytométrie en flux sur le sang
périphérique et dans le foie des "souris métastase hépatique” aux 7 et 9°™ jours de
I'expérimentation. La présence des cellules marquées CD 45.1 provenant des souris CD 45.1 a
été analysé par cytométrie en flux sur le sang périphérique et dans le foie des "souris
métastase hépatique™ et a servi de controle.

Le deuxieme modele est constitué d'une souris male BALC/c ("souris ischémie de patte") et
d'une souris femelle BALC/c ("souris métastase hépatique™). Aux 7 et 11%™ jours de
I'expérimentation, les animaux ont été sacrifies. Les foies des souris femelles (“souris
métastase hépatique™) ont été fixés et inclus en paraffine pour des analyses
immunohistochimiques. Les cellules de la souris male (“souris ischémie de patte") possedent
le marquage N-terminal du gene SRY (Sex-determining Region of Y chromosome) ont été

détectées a l'aide d'anticorps de rat anti-SRY (1/400, Santa Cruz Biotechnologies, US).

Nous montrons les deux résultats suivants. Aux 7 et 9™ jours, des cellules positives pour le
CD 45.1 provenant de souris CD 45.1 "ischémie de patte” sont détectées dans le sang
périphérique et dans le foie des souris CD 45.2 "métastase hépatique". Ces cellules CD 45.1+
sont également positives pour le marquage CD34+/VEGFR2+. Ce résultat montre qu'il existe
Zieme

des le jour des progéniteurs endothéliaux mobilisés qui circulent dans le sang

périphérique et dans le foie (Figures 13 et 14).

T
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A Parabiotic pair
Hindlimb ischemia > Female CT-26 bearing
mouse BALB/c mouse
D ..
B Blood of 45.1 mouse Blood of BALB/c mouse Liver of BALB/c mouse

Figure 13. Les progéniteurs endothéliaux mobilisés dans la circulation sanguine par la
ligature de I'artére fémorale vont se localiser précocement dans le foie des souris ayant
recu I'injection intra-splénique de CT-26. (A) Modéle experimental de la parabiose. (B)
Cytométrie en flux montrant la présence de cellules marquées CD 45.1 "ischémie de patte"
dans le sang et foie de la souris CD 45.2 "métastase hepatique".

Detected cells in Day 7 Day 9
BALB/c mice Blood Liver Blood Liver
CD45.1 positive cells + + + +
CD45.1/CD34/VEGFR2- + + + +

positive cells

Figure 14. Les progéniteurs endothéliaux mobilisés dans la circulation sanguine par la
ligature de I'artére fémorale vont se localiser précocement dans le foie des souris ayant
recu l'injection intra-splénique de CT-26.
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Aux 7 et 11%™ jours, nous mettons en évidence la présence de cellules provenant de la souris
male "ischémie de patte” dans le foie des souris femelles "metastase hépatique” par
immunohistochimie (Figure 15). Ce resultat montre que les progéniteurs endothéliaux
mobilisés dans la circulation sanguine se localisent dans le foie, et ce avant I'apparition de
métastases hépatiques macroscopiquement visibles.

Figure 15. Analyse en immunohistochimie montrant la présence de cellules de souris males
"ischémie de patte" (*) dans le foie de souris femelles ""métastase hépatique'. (A) 7iéme
jour. (B) 11iéme jour.
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5.2. Reésection de la tumeur colorectale et angiogénése des

métastases hépatiques

5.2.1. Objectif
Le but de ce travail de recherche translationnelle était d'étudier la relation entre résection
premiére de la tumeur primitive avant une chirurgie des métastases hépatiques et

I'angiogéneése tumorale hépatique.

5.2.2. Matériels et méthodes

Il s'agit d'une analyse de la densité micro-vasculaire par une évaluation immunohistochimique
semi-quantitative de I'expression du CD34 au sein des métastases hépatiques. L'analyse a été
réalisée sur des piéces opératoires d'hépatectomie disponibles dans la tumorotheque de
I'Hopital Henri Mondor (Créteil, France). Les données cliniques et biologiques des patients
proviennent de la série monocentrique de métastases hépatiques synchrones de I'Hépital Henri
Mondor. Deux groupes de patients ont été constitués: un groupe "foie premier" (n = 8) et un
groupe "primitif premier" (n = 12). L'évaluation du marquage au CD34 sur les coupes
histologiques de métastases hépatiques a été réalisée par le Dr Julien Calderaro,
anatomopathologiste a I'Hopital Henri Mondor. L'analyse des lames a été réalisée en aveugle
par le pathologiste sans avoir connaissance de la stratégie chirurgicale des patients (Figure
16).

0 + ‘ ++ +H+ ot

1 T
Faiblement vascularisé Treés vascularisé

Figure 16. Densité micro-vasculaire par immunohistochimie (anticorps anti-CD34) dans
les métastases hépatiques. Evaluation semi-quantitative (0; 1:+; 2:++; 3:+++; 4:++++).
Faiblement vascularisé < 2 versus Trés vascularisé > 2.
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5.2.3. Résultats non publiés n°2: La présence d'une tumeur primitive dans les cancers
colorectaux stade IVA meétastatique au foie est associée a une augmentation de

I'angiogénese tumorale hépatique.

Entre 1989 et 2013, 161 patients ont été opérés de métastases hépatiques synchrones d’origine
colorectale a I'ndpital Henri Mondor. Tous ces malades ont eu une stratégie chirurgicale en
deux temps: 145 patients ont eu une resection du primitif dans un premier temps puis une
exérese chirurgicale des métastases hépatiques dans un second temps (primitif premier) et 16
patients ont eu une exérese chirurgicale des métastases hépatiques dans un premier temps puis
une résection de la tumeur primitive dans un second temps (foie premier). Parmi ces 161
patients, un groupe de 20 patients opérés entre 2010 et 2013 a été analysé: 8 malades dans le
groupe foie premier et 12 malades dans le groupe primitif premier. Les données

démographiques et tumorales des patients sont reportées dans le tableau 1.

Table 1. Clinicopathologic characteristics of patients according to the type of strategy

Synchronous Synchronous P
LM LM value
with PT with PT still in
resected place
(n=12) (n=38)
Age, years 63 + 15 63 +10 0.93
Sex, male/female 5/7 5/3 0.36
Preoperative CEA levels, ng/mL 780 £ 1862 177 £ 107 0.54
Colon/rectum 10/2 4/4 0.11
Liver metastases
Preoperative chemotherapy 11 8 0.40
Preoperative Bevacizumab 6 4 1
Preoperative Cetuximab 1 3 0.11
Mean maximum tumor size, mm 41 + 23 81+43 0.01
(pathology)
Tumor number multiple (pathology) 10 6 0.65
Positive resection margin (pathology) 3 1 0.49

Footnotes: CEA indicates carcinoembronic antigen; LM indicates liver metastases; PT,
primary tumor

*1.e, hepatectomy in case of classical strategy (PT resection followed by hepatectomy) or
PT resection in case of reverse strategy (hepatectomy followed by PT resection).
Continuous data are given as mean (standard deviation) and categorical variables are
presented as numbers (percentages).
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L'analyse semi-quantitative en immunohistochimie de I'expression du CD34 au sein des
métastases hépatiques montre que la présence de la tumeur primitive au moment de
I'népatectomie est associée a une augmentation de l'angiogénése tumorale au sein des
métastases hépatiques (p < 0.0001; Figure 17).

La médiane de survie dans le groupe "primitif premier” est significativement supérieure a
celle du groupe "foie premier” (36 vs. 19 mois; p = 0.0.3; tableau 2). Le taux de récidive

globale et le type de récidive sont comparables entre les deux groupes.

r——-p<00mn .__1

n=12 n=8
100+
+
754 - =
-+
|

Vascular density (%)
[+
o
L

Classical Reverse

Figure 17. Analyse de la densité micro-vasculaire par immunohistochimie (anticorps anti-
CD34) dans les métastases hépatiques réséquées selon que la tumeur primitive est en place
ou pas

Table 2. Survival outcomes according to the type of strategy

Synchronous  Synchronous P value

LM LM

with PT with PT still

resected in place

(n=12) (n=8)
Overall survival 36+ 16 19+ 14 0.03
Overall recurrence 10 (83%) 6 (75%) 0.65
Extrahepatic as first recurrence 2 (17%) 4 (50%) 0.11
Intrahepatic as first recurrence 2 (17%) 2 (25%) 0.65
Delay of recurrence from the last surgery (dys)* 639 £ 540 274 £ 276 0.09

Footnotes: LM indicates liver metastases; PT, primary tumor
*i.e, hepatectomy in case of classical strategy (PT resection followed by hepatectomy) or PT
resection in case of reverse strategy (hepatectomy followed by PT resection).

Continuous data are given as mean (standard deviation) and categorical variables are presented
as numbers (percentages).
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5.3. Discussion

Dans ce travail, nous montrons que la présence d'une tumeur primitive est associée a des
modifications angiogéniques au sein des métastases hépatiques. L'angiogénése tumorale des
métastases hépatiques est augmentée lorsque I'népatectomie est réalisée en présence de la
tumeur primitive (stratégie foie premier).

Ces résultats corroborent ceux d'une étude hollandaise réalisée sur 20 patients et publiée en
2013 2!, Dans cette étude, I'expression des déterminants moléculaires de I'angiogénése dans
les métastases hépatiques et dans le parenchyme hépatique adjacent a été analysee dans trois
situations différentes: (1) métastases hépatiques synchrones réséquées en méme temps que la
tumeur primitive (n = 6), (2) métastases hépatiques synchrones réséquées avec une tumeur
primitive réséquée 3 a 12 mois avant (n = 10), et (3) métastases hépatiques métachrones
réséquees (n = 14). Trois résultats majeurs se dégagent de cette étude: (i) I'activité
d'angiogéneése traduite par I'expression du CD31 et CD34 est significativement plus élevée en
cas de métastases synchrones que métachrones, (ii) elle est significativement plus élevée dans
le parenchyme hépatique adjacent aux métastases par rapport aux lésions elles-mémes, et (iii)
elle est la plus élevée dans le groupe de patients qui ont eu une résection simultanée des
métastases hépatiques et du primitif. Ces données suggerent qu'en présence d'une tumeur
primitive, le microenvironnement hépatique est un environnement favorable a lI'angiogénése
tumorale et la croissance métastatique. Cependant, cette étude n'inclut pas de malades qui ont
eu une stratégie type foie premier.

Notre étude a des limites: (i) le nombre de patients est faible (n = 20). Cependant elle inclut 8
malades qui ont eu un foie premier, soit 50% de notre expérience. Une étude multicentrique
(250 centres) publiée en 2012 par le registre Livermetsurvey ne compte que 58 malades avec
une stratégie type foie premier **, et (ii) I'analyse de I'angiogénése n'a été réalisée qu'au sein
des métastases hépatiques et non dans le parenchyme hépatique non tumoral a proximité des

lésions.
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5.3. Exérese premiere de la tumeur colorectale et survie s

globale et sans récidive

5.3.1. Résumé

L'impact d'une exérese premiére de la tumeur primitive sur le pronostic oncologique des
patients avec des cancers colorectaux stade IVA métastatique au foie est un sujet encore
débattu dans nos réunions de concertations pluridisciplinaires.

De 1989 a 2013, 161 patients avec un cancer colorectal stade IVA métastatique au foie ont eu
une hépatectomie a I'Hépital Henri Mondor. Nous avons analysé, de fagcon rétrospective,
I'impact de la stratégie chirurgicale (primitif premier versus foie premier) sur le pronostic
oncologique en termes de survie globale, survie sans récidive et type de récidive. Nous avons
comparé 145 patients avec une stratégie type primitif premier (suivi moyen de 35 mois) a 16
patients avec une stratégie foie premier (suivi moyen de 31 mois).

Les patients qui avaient une chirurgie des métastases hépatiques avant la résection du primitif
avaient une maladie métastatique plus sévére avec des lésions hépatiques de taille plus
importante et un taux d'ACE avant I’hépatectomie qui était significativement plus élevé.
D'autre part les tumeurs rectales étaient beaucoup plus fréquentes dans le groupe foie premier.
La survie globale (survie globale a 5 ans de 51.5% dans le groupe primitif premier vs. 42.7%
dans le groupe foie premier; p = 0.91) et la survie sans récidive (survie sans récidive a 5 ans
de 20.6% dans le groupe primitif premier vs. 20.5% dans le groupe foie premier; p = 0.15)
n'étaient pas significativement différentes entre les deux groupes. Le délai de récidive
tumorale (peu importe la localisation était significativement plus court dans le groupe foie
premier (3.5 mois vers 13 mois; p = 0.02) que dans le groupe primitif premier. D'autre part il
y avait significativement plus de récidive extra-hépatique dans le groupe foie premier (37.5%
vs. 16.6%; p= 0.04) que dans le groupe primitif premier.

Pour obtenir des groupes comparables sur le plan de la maladie métastatique, les deux
groupes ont été appariés avec un ratio de 1 patient du groupe foie premier pour 2 patients du
groupe primitif premier selon un score de propension. Quatorze patients du groupe foie
premier ont été appariés a 28 patients du groupe primitif premier. La survie globale (survie

globale a 5 ans de 47.7% dans le groupe primitif premier vs. 46.6% dans le groupe foie
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premier; p = 0.94) et la survie sans récidive (survie sans récidive a 3 ans de 33.6% dans le
groupe primitif premier vs. 24.2% dans le groupe foie premier; p = 0.08) n'étaient pas
significativement différentes aprés appariement. Le délai de récidive restait plus court (3 vs
13 mois; p = 0.04) et il y avait significativement plus de récidive extra-hépatique (42.9% vs.

10.7%; p = 0.02) dans le groupe foie premier apres appariement.
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53.2. ARTICLE 3: La résection premiere des métastases hépatiques dans les cancers

colorectaux stade IVA est associée a une récidive précoce des métastases extra-
hépatiques.

Annals of Surgical Oncology. 2016 23:3024-3032.

Primary tumor versus liver-first strategy in patients with stage IVA colorectal cancer:

a propensity score analysis of long-term outcomes and recurrence pattern

Lim C, Doussot A, Osseis M, Salloum C, Gomez Gavara C, Compagnon P, Brunetti F,
Calderaro J, Azoulay D.
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term OQutcomes and Recurrence Pattern
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ABSTRACT

Background The optimal stategy in patients with stage
IWVA colorectal cancer remains debated. This study was
designed to compare e long-term ouicomes and the pat-
em of recumence following classical (C5) versus meverse
(RS) strategy.

Methods Data from all consecutive patients, who have
completed the CS and RS, were retmspectively reviewod.
A propensity score matching (PSM) was performed on 1:2
(R5:CS) ratio to obtain two groups matched for twmsor
characteristics. Survival and recumence pattern were
investigated before and after maching.

Results, The study populaton included 161 patiens: 145
meated with CS versus 16 with RS. Five-year overall sur-
vival (05, 515 vs. 42.7 %, p = 0.91) and recurrence-free
survival (RFS, 205 va. 206 %, p = 0.15) were not dif-
ferent betweoen the two strategies. The median dme to
recurrence (TTR) whatever the site was significantly
shoner in the RS group than in dwe CS group (35 ws.
13 months, p = (02). Extrahepatic recumence was sig-
nificantly more frequent (375 va. 16.6 %; p = (L04) and
occumed eafier afier treatment completion inthe RS group
than in the CS group (3.4 vs. 16,4 months, p = 0.00F).
Similar findings in terms of 08, RFS, median TTR what-
ever the site and proportion of extrahe patic recurrence were
observed after PSM.
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Conclugons, Stage IVA colonectal cancer patient who
have compleied the C8 or RS had similar O8. Extrahe patic
recumence is more froguent and oocurs earlier afver RS,
Postoperative locoregional therapy and active follow-up
strategies should be considered in RS patients.

Multimodal management of stage TVA colorectal cancer
may achieve long-term survival, and even cure, provided it
includes complete resection of the primary tumor (PT) and
the liver metastses (LM)." The optimal timing of resection
of the PT and LM in this setting remains actively dehated.
Three strategies are available: 1) classic srategy (C8, sn-
called primary-fira strategy), 2) meverse strategy (RS, so-
called liver-first strategy), and 3) combined strategy.” The
latter includes simultaneous PT and LM mesecton and
avoids delaying surgical mesecton of both tumor sites.
However, this approach ofien is associated with higher
rates of morbidity and monality and might even impair
recurrence-free survival ** This strategy is proposed to a
highly selected subset of stage I'VA patients younger than
age T years who had colectomy rather than recwl resec-
tion combined with minor rater than major hepataciomy.”

The dile mma betwoen C5 and RS questions whenbot PFT
and LM are considered resectable {either upfront or after
some form of neoadjuvant treatment) but reguire more than
one aperation. The CS improves the selection of patients for
liver surgery by the *douhle testof time and che motherapy'™
patients with an appropriate response to che motherapy fol-
lowing e FT resection are subseguently operated on for
their LM. However, this straiegy may abon “half way"
because of liver disease progression beyond resectahility or
appearance of additonal extrahepatic metastases. The



Lim Chetana - Thése de doctorat - 2017

C. Limet a.

advantage of the RS isto treat the liver firs, panticularly in
patients with marginally resectable liver disease before
hecoming mot resectable in case of pmyﬁsim.i However,
in this setting, resection is generally major and associated
with operative risk, whereas the PT might progress beyond
resectmhbility due to local complications or invasion into
sumounding str ctures ™'

C5 and RS achieve similar overall (05) and recurmence-
free survival (RFS) according to several retrospective
smdies (Table 10" However, these reports and the
subsoguent systematic reviews suffer from numenous bias,
including the heterogeneity in terms of tumor characteris-
fics, endpoints, and outcomes monitoring.'™ 'S
Furthermaore, a beter undersanding of recurnence patbems
and their timing could help not only o adapt postoperative
screening for recurrence, but also to @ilor adjuvant reat-
ment strategies including locoregional therapies ™

This background motivated us o assess the long-term
outcomes of patients who underwent surgical treatment for
smge WA colorectal cancer according to surgical strategy
{ie, C8 or RS) and to assess differences, if any, in the
timing and patterns of recumence. This retrospective, sin-
glecenter analysis of consecutive patients was performed
hefore and after propensity-score matching (PSM) for
comparing both strategies.
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Primary Tomor Versas Liver-Fimst Strategy in Patients with Stage TWA Coloredal Cancer

resecmhility of the metastatic disease and the location and
the extent of the PT. Preoperative chemotherapy was
considered before any surgery as described elsewhere,"™"
In case of rectal cancer, chemoradiation was delivered
hefore proctectomy. As in all other series, the program of
RS was opened at our unit from the first report of liver-first
srategy published by Mentha et al. in 20065 For all
patien s, the surgical sequence o achieve complete FT and
LM mesection was decided on case-by-case bhasis at a
mubtidiseiplinary decision meeting. ™"

In brief, for patients who required a conventiomal hep-
atectomy of four segments or less (s6]] maintaining more
than 30 % of the parenchyma), surgery was performed
hefore  chemotherapy. For patiens who reguired an
extended hepaectomy, necadjuvant chemotherapy was
performed with the PT in place. Then, surgery was pro-
posed when the metmstatic disease was at least controlled
by chemathe rapy.

Combined PT and LM mresection was atempted except
for patients with complicated (bleeding, obstruction, per-
foration) or locally advanced (requiring preoperative
radiotherapy andior loconegional resection) PT. In these
sitwations, delayed liver resection was performed and
patien s received interval che motherapy (C5). Patients with
initially unresectmble LM were treated with chemotherapy.
Patients who respond od were offered a RS, as wene patients
with resectable but advanced LM, which might become
unmesoctable if the FT was resected first (RS).

Postoperarive Management

Tumor markers measurement and computed tomogra-
phy {CT) scan for recurrence screening wene performed the
first month posioperatively and then every 3 months for the
first 2 years and every 6 months for the following
3 years™ The diagnosiz of recurrence was hased on the
ahove explorations compleied by ste-specific cross imag-
ing in case of sympiomes. Biopsy of suspicious lesions for
liver and extrahepatic recurmence was performed, whenever
e ded .

Sratsrical Analvsis

Continwous  variahles are presented as the means =
smndard deviations and were compared using Student's r
iest or the nonparametric Mann—Whitney test, as appro-
priate. Categorical varables are presenied as numhbers
{pencentages) and were compared across groups using the
f or Fischer's exact test, as appoopriate.

Long-term outcomes were measuned as follows: (1) 08
from the last surgical procedure (PT resection for RS or
resection of LM for CS) to the date of death; and (2) RFS
from the daie of the last surgical procedune i the date of
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the first recumrence & any site or death, :csp-:cﬁ\-ﬂ}'.“
Survival rawes were calculated using the Kaplan—Meier
methoed and compared using log-rank tests.

In a second step, the PSM was performed to acoount for
aome differences inthe patient and tumaor charactenistics in
gmups C5 and RS that could have an impact on survival
The propensity scores were estimaied using a logistic
regression mode] that included the following six covariates
primary tumor location, precperative cancinoe mbryomic
antigen (CEA) level, necadjuvant chemotherapy, wmor
size and number, and surgical resection marginae A 1:2
“nearest neighbor” match paradigm was used; each RS
patient was matched with the two CS patients who had the
closest estimated propensity score. After matching, e two
gmoups were companed to control the covariate halance and
the similarity in the baseline covariaies between groups.
Then, the two matched groups wene compared with respect
to the goals of the study. All statistical analyses and PSM
were performed with SPSS software (Stafistical Package
for Social Science, IBM SPSS Statistics, version 23 for
Macintosh; [BEM, Amonk, WNY). The present study com-
plies with the RECORD guidelines. ™

RESULTS
Snidy Popularion

As shown in Fig. |, during the study period, a wotal of
244 patients with synchronous LM were evaluated at our
liver unit working as a tertiary center. Owerall, 83 patients
were excluded from the swdy: 70 for simultaneous resec-
tion of PT and LM, & for synchmnous lung metastases, 4
following death within te 90 days of surgery, and 3 for
tumor progression following the first step of the planned
sirategy.

Among the |48 patients who were planned for OS5, 2
patients died following surgery {(of PT, & =0 of LM,
n=12)and | patient did not undergo the second step of a
two-stage procedure due to liver disease progression and
lung mewmstatic appearance. Among the 20 patients who
were planned for BS, 2 patients died following surgery {of
PT, i = 0y of LM, & = 2) and two patients did not kave PT
resection due to tumor progression. Finally, C8 and RS
were considered as completed in 145 of 148 (98 %) and 16
of 20 (80 %) patient respectively (p = 0L6). The study
population included these 161 patents.

Snidy Popularion Characreristics

Compared with CS patients, RS patients were maome
likely to have rectal cancer (p = QOU0NT), preoperative CEA
=5 ngml (p =0.004), and a larger liver twmor size
{(p=0002). The two groups wene stafistically similar
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FIG- L Flaw chart of the dudy Patients who imderwent hepatectomy for synchronous CLM

hetwesn 1989 and 2013
M= 244

Excluded {n = &%)
Reaoas:
- Bymchevei b w56
- ik seons reseetion of pema ey s liver
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Do widin S0day afier amy sugery o
dhoi g, e Becepinall sy | m—4)
- Do die D pacgyemios (53]

Hiudy popul stion
B =161

Classical strategy

TABLE I Clinimpethologic characterikstios of patients according o the type of staegy

Rieverse sirategy
B= b5

All patients Classical sirategy m o= 145 Reverse sirategy m = 16 P
N = 141 {90 ) {10 %) valne
Age, year 614 4 106 615 108 63482 068
Age =) year M2 2{ 2{12.5) 037
Sex, malaffemale 9l (SASNID (435 B3 (ST2ME2 (42T) R (SD)FE (50} 058
Precperative CEA levels, ngfml 374 4 1635 280 4 1262 985 4 3147 Q.12
Preoperative CEA =5 ngéml T (47.2) 63 (434) 13(81.3) 000
Primary dissass
Calan/recam 124 (TIW3T 523 116 (B0 (20h & (SD)FE (50} 0007
Liver metastases
Nenadjo vant chamatheragy 135 (R39) 121{83.4) 14 (87.5) 068
Mean maximam fmor size, mm 46 4 33 43 & 30 71 % 47 0.2
(pathal agy)h
Maximom samar size =50 mm (pathaologyy 45 (26T 34 (234) 9{56.3) 0.5
Tamer mamber (pathalagy) 342 342 342 0.73
Tamer mamber =3 {pathalogyh 49 (304) 43 (A7) 6572y 052
Positive resection margin ipathology) 23 (18m 24 (164 5{47.5) Q.15
Twoestzpe hepatectomy 15(9.5) 12 (&%) I(18E) .17

{EA caxinoembryonic antigen

Contimons daa ae given as mean (sandard deviation) and categorical vasiahles are presented 25 momben {penenizges)

regarding age (p = (L68), sex (p = (L58), neoadjuvant
chemotherapy (p = 068), number of liver metastases
{p=1073), and surgical margins (p = 0.15; Table 2).
Preoperative antiangiogenic regimens {including beva-
cizumah and cetuximah) were administerad in 41 {28 %)
patients in the CS group and 11 {69 %) patients in the RS
gmoup (p = 0.001; Tahle 3). Preoperative bevacizumab
was administered in 30 (21 %) patients in the CS group and

72

T {44 %) patients in de RS group (p= 004). Yet, 88
(55 %) patients received adjuwvant chemotherapy after
hepatectomy. Mo liver-directed therapy was used.

Postoperarive Morbidiry

There was no significant difference in terms of postop-
emative complications (48145 in the C5 group vs. T/16 in
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TABLE 3 Chematherapy regimens adminisiered bafor and after hepateciomy aommding o the type of staegy

All patients Classical sirategy Reveme smaegy
Nw= 161 a = 145 (90 %) = 1610 %)
Precpemtive chematheragy 135 (R4) 121 (&%) 14 (BE)
Conventional pratacals &1 (500 T[54y 2{13)
LVSFLI2 16 (10 15 (10 1 {6y
Falfox 47 (29) 46 (32 1{&)
Falfiri 13 () 13 (9) [
Xeloxfxeloda 5% 5% 0
Conventional protacols and anti-angiogenic therapies 52(32) 41 (28 11 (69
Bevaciramah 37 (23) 3020 T ()
Cetmximah 15 (9 11 (&) 4 (25)
SFL alane 21y 1 {55 1 {6y
Postoperative chemotheragy £R (55) (52X 12 (75
Conventional pratacals 59 (37 51 (35K B (50}
LVSFLI2 13 (8) 11 (8) 2{13)
Falfox 23 (14) 21 (14 2{13)
Falfiri 17 (11 13(9) 4 {25)
Melow'zelnda LALY 6 () 0
Conventional protacols and anti-angiogenic therapies 26 (16) 22 (15 4 (25)
Bevaciumah 14 {9 12 (&) 2{13)
Cetaximah 12(T) 107y 2{13)
SA alane (D I 0

S Sofnoromracil; LYSFLZ combineton 5-foorooraci]l and folinic acd

the RS gmoup; p = 039) and rate of recperation (3/48 in
the CS group vs. 27 in the RS group: p = 0046) between
the two groups.

Long-Term Ouicomes

Mo patient was lost for follow-up, and the mean follow-
up was 35 = 28 monts and 31 £ 47 months for groups
CS (n=145) and RS {n = 16), espectively (p = 0.61).
OS5 at 1, 3, and 5 years was 931, 66.5, and 515 %
regpectively in group CS versus 100, 64, and 427 %
respectively in group RS (p = 0.91; Fig. 2a). RFS at 1, 3,
and 5 years was 685, 42.1, and 2006 % respectively in
group C5 and 385, 3008, and 2005 % respectively in group
ES (p = 0.15, Fg. 2h).

Timing and Parern of Recurrence

During the follow-up period, recumence was observed in
93 (64.1 %) patients in te C5 group and 11 (68.8 %)
patiens in the RS group {(p = 080). The median time to
recurnence whate ver the site was significantly shorter in the
RS group than in the C8 group (35 ws. 13 months,
p=0.02). The zite of the first recurrence was as follows:
inrahepatc {n =37, 35.6 %), extrahepatc (v = 30;
A8 %), and extra- and intrahepatic (n = 37; 35.6 %)
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First recumrence site was extrahepatic in a significantly
higher proportion following RS 6 of 16 (37.5 %) companed
with C8 (247145, 166 %; p = 0.04). The median time to
this patiem of recumence was shonter in the RS group than
in the C5 group (3.4 vs. 164 months, p = 0.009). First
recumence site was intrahepatic in 32 of 145 (22,1 %) CS
patients versus 5 of 16 (31.3 %) RS patients (p = 0.41).
The modian time to this patem of recurence was similar
in both groups: 4 versus 14 months for RS versus 5
patients respectively (p = 0.36).

First mecumrence site was both extrahepatic and intra-
hepatic in a significantly higher proportion following CS
(37145, 25 5 %) compared with RS (V16 0 %; p = 0.02)
The median time to this pattern of recumence was 9 months
in the C5 group.

Survival and Recurrence Parfern Analysi using
FPropensity Score Marching

Afiter PSM, 14 of 16 RS patients could be matched with
28 of 145 CS patients with a 1:2 ratio. No covariates had a
standardized mean difference 0.2 The baseline char-
acieristics of the matched audy population (42 patents) ane
summarized in Table 4. There were no significant differ-
ences in the demographic or operative charactenistics
between gmoups. Preoperative antiangiogenic regimens
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A 0 . {including bevacizumab or cetuximah) were adminigered
|_| in ten (36 %) patients in the CS group and ten (71 %)
E k04 =1 ] e patients in the RS group (p = 0.03). Preoperative heva-
=1 o H cizumab was administerad in nine patients in the CS group
H and six patients in the RS group (p = 0.5).
E a0 CS and RS groups had similar 5-year OS5 (477 % va
7 s ot 467 %, mespectively, p = 0.94). Although nat statistically
2 0 significant, a rend towards longer 3-year RFS was found
J bt p= 08 following C5 compared with RS (336 % vs. 24.2 %,
P12 M % & @ respectively, p = 0L08; Fig. 3). The median time to
i ek Time aftor the last surgery (months) recumence af any site was sgnificantly shoner in the RS
Classhcd 145 118 E1 L] 41 ¥L] gmup than in the C8 group (3 va. 13 months p = (L0,
Reverse & W 5 5 1 1 Fig. 3.
Recurrence patiems were significantly different betwoen
B0 the two therapeutic strategies. First recurmenoe site was thus

extrahe patic in a significantly higher propontion following
RS group (&14; 42.9 %) compared with C5 group (3428,
107 % p=0.02). First recumrence site was hoth extra-
and intrahepatic in a significantly higher proportion fiol-
lowing CS5 (W2E: 25 %) compared with RS (D %

]

Recqurre cefree Survad (%)
&
f

R p = 0L04), There was ro significant difference in the pro-
4 portion of initial intrahepatic recumence between the CS
BT pa—} and RS groups (/28 17.9 % va. 311 24.4 % p = 07851
012 M 3% &
Time after the last surgery (months) DISCUSSIOMN
Padients af rick
Classical 145 BT 42 25 17 ] .
Boverss 16 5 3 2 1 0 The present study confirms that OS5 and RS achieve

similar (S and RFS upon analysis of the whaole population
and afier PSM. In addition Gme to recumrence was signifi-
candy shoner following RS, First recurrence site was

FlG. 2 Overall {a) and mommence-free (b)) smrvival corves siraified
aoomding io the smategy (o= 161)

TABLE 4 Clinimmathalgic choracterikstics of patiens aoording io the type of strategy afier matching

Caxe liver-first Maichad primary-fimt P vadoe
approach m = 14 approach m = 28
WVarizhles msed for popemsity score matching
Calonfrectam T (ST (S0 15 (54013 (46) 083
Preoperative CEA levels, ngfml 197 & 196 747 & 2236 77
Preoperative CEA =5 ng/ml 12 (B6) 23 (B o737
HNeoadjavant chematheragy 12 (B6) 24 (B5T) =099
Mean maximom Hver tomor size, mm (pathaology ) SR8 4 3%1 580 4 3.7 a9s
Maximom liver fomar size =50 mm {pathalog y) T (S0 13 (4 083
Liver sumor mamber {pathalogy) 34426 26414 021
Liver snmor mamber =3 {pathalogy) & (45) ) 035
Positive resection margn afier hepatecinmy pathology)y 3 {20 T {25 ORD
Osher varizhles
Age, year |47 57412 050
Age =T0 year 1L{T 5 (18) 035
Sex, male/Emale & (43W8 (5T 17 {11139 027
2-stage hepateciomy 3020 4 {14) 056

(EA carinnembwyonic antigen
Confimoms daia aw given as mean (sandard deviafion) and categorical vanahles are presenisd as mumbes (peroenizges)

74



Lim Chetana - Thése de doctorat - 2017

Primary Tomor Versss Liver-First Strategy in Pafienis with Siage TVA Coloredal Cancer

A -
1o — ]
. —
£ m
- = el iy
£ e ]
5. ——
= R sy
£ =
kg, BB
o T T T T T
[ 1z 14 k3 48 L]
Time sfier the last surgery (months)
Painita al risk
Clasacal - ] 3 [} 1& 3 5
Hevers: 14 L3 3 L1 3 1

g, p o B0

B_\, 10
]
E A
E
&0
E [lamrsl gy
L
o
o
g e R sy
o
-

I.I] ]!-l- 3:& 43 [
Timz afier the lest sergery (months)

Puticris ai ruk
Chuies] - m 1o a 3 3
Heverse 4 4 3 2 1 a

FHz. 3 Overall {a) and momrence-free (b} sorvival corves sirsified
xooxding o the srategy afier propensity score matching

extrahe patic in a significantly higher propontion following
RS compared with C8. First recurrence site was intrahe p-
atic in similar proportions following RS or C5 and within
similar delay. First recumence site was both extrahepatic
and intrahepatic in a significandy higher proportion fol-
lowing C5.

However, our comparizon from the whole audy popu-
lation suffers from the following main caveat: the intrinsic
noncomparability of the two compared populations
(Tabhle 13 a significandy higher proportion of rectum
cancer and as well a significantly higher proportion of
patients with mone advanced liver disease were found in
the RS group. These limitations ane common too most
smdies."™ "™ This heterogencity weakens the value of
recent systematic reviews, showing no difference in OS
and RFS following CS compared with RS %

We used propensity-soore matching to overcome the
problem of confounding from the prognostic variahles—
owtcome association and to emulate a randomized com-
parison that will probahly never be performed. Using this
methodology, 08 appeared i be similar between the two
groups, a5 found by others.!' We confirm with this
methodology similar 05 and RFS as recently reported by
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Wekh et al'” Although the later included the largest
single-centre population LM msction first nepored
(= 98) and provided a sufficient follow-up to capture
almost all recurrences, this recent study had te following
limitations: (1) while they reponed an intent to treaf sur-
vival rae of 44 % at 35 years, the survival me of &2
patients following completed liver-first approach is miss-
ing; (2) mortality was measured af 30 days and has not
been excluded upon long-term outcome assessment, and
{3) timing and pattern of recumrence wene ot reponod.

To the best of our knowladge, this is the first study to
evaluate the recurrence pattern of these two approaches ina
homogeneous colaort of patients. An interesting finding in
thizs smdy, although not significant, was a trend towands
shorer RFS was found for patents who underwent a RS
{24.2 %) compared with those who underwent a CS
{33.6 %, p=0.08) and RS was associated with high rae
ofextrahepatic recurnence. These results suggest that a high
incidence of extrahepatic metastases may be the cause of
the poor RFS observed after BS. This discrepancy might he
explained by several reasons: 1) the liver first group was
amall, and 2) this study included patients treated (hefore
2000) with less efficient chemotherapy regimens (5-fuo-
rouracil and combination S-Avoruracil and folinie acid)
and those treated with new standard chemotherapy regi-
mens { Folfox regimens or Folfiri regimens). In additon,
bevacizumab and cetuximab association with thes new
stamdard chemotherapy protocols can funther improve sur-
vivals. These improvements in the effectivenss of
chemotherapy represent a bias that may explain why tere
was no difference in 08 following C8 compared with RS,

Our reaults comoborate those of ome recent study, which
reported that the RS is significantly associated with poor RFS
{p = 0.043) because of a relatively high incidence of number
and site of recurrence.' However, this study imcludes several
relevant limitations: exrahepatic diseass was present in
10 % of patients and the rate of completion of the RS was
only 20 %, These findings imply that postoperative locone-
giomal therapy should be considered afier resection of the PT
in RS patents and these patients should undergo close fol-
low-up with combined interval CT scan of the chest and
fluomdeoxygluonse  positron emission l:t:;.r|1.r|:n,|_z;ra.|:nh:.-'.!"‘:'fl
Altough the reasons for these findings are obviously mul-
tifactorial and controversial these clinical results may be
explained by a biological rationale suggesting that the
hehavior of metastatic disease could be dependent on whe-
ther the primary tumaor stays of mot in phot.""'

There are several shorcomings in this sudy. As with
other rerospective fudies, there is a patent selection hias
inherent to a terdary liver center. Although the limied
sample size of patients included in the group RS may
represent other limitation, one recent multcenter study
included only 58 patients from 250 centers, which makes
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C. Limet a.

our single-center study is an honorahle series.’” Yet, all
patients included in dwe present study did ot neceive
oqually modem che maothe rapy protocols, and some patients
meceived targeted therapies when tey bocame available.
Finally, we could not investgate the differences in the
survival outcomes and recurrence pattem hetween patients
with wild-type ERAS and those with a KRAS gene
mutation because of missing dam,

In conclusion, patents with synchronous CLM and
inmct PT managed with either CS or RS have similar O8
and RFS. However, RS is associated with a relatively high
incidence of and early time to extrshepatic recumence.
These data may be useful o tailor patients at high risk of
recurrence for adjuvant locoregional therapy and for active
follow-up strategies.

FUNDING  None.

CONFLICT OF INTEREST  None.

REFERENCES

1. Adam R, de Gramont &, Figoeras I, et al. Mamaging synchronons
liver metasiases from coloredal cancer: a mmltidisciplinary
intematonal consereos. Camaer Trags Rev, 2015 41(9:T29-4 1.

2 Mentha G, Majoo P, Termaz 5, et al. Treatment strategies for the
mamzgament of advanced colmectzl liver metastimes detected
synchmnously with the primary tamour Euwr J Surp Oncol
200733 Sappl 2576-83.

3. Reddy SK, Pawlik T™, Fors [, etal Simalaneons resecons af
cokwectal cancer and synchmmnous liver metastmes: 2 malt-in-
stitmtional analysis. Ann Surg Oncol 2007, 141 2534 81-91.

4. Tamaka K, Shimada H, Matmo K, 2t 2l Coicome afier simaka-
nems colorecial and hepatic reseaction for colorectal cancer with
synchmnomns metasimes. Surgery. 200 ;156{ 306 50-9.

5. Thelen A, Jonas 5, Bendeest O, & al. Simultaneoms versns staged
liver resection of synchronoos liver matashses from coloredial
cancer. fnr J Calorasral Die 2007 ;22(1 0] 250-76.

6. de Haax BRI Adwem R, Wichers DA, 2t al Comparizon af
simulianeons or deayed liver sargery for limied synchronoons
oolorecta] metaases. BrJ Surg 2000978 12 989,

T. ¥ L Lim C, Chen Y, et 2l. Timing of hepateciomy in
resecizhle synchronoos coloectal fiver metastses (SCRLM):
Simabmems or delayed? Mepaology. 200 55T 62 346-57.

8 Mentha G, Majno PE, Andres A, et 2l Neoadjovant chemoger-
apy and resection of advanced syndironoms liver metstases
hefore teatmemt of the colorectal primary. Br J Swg
200693 (TRRT2-8.

9. Poulisides GA, Servais EL, Sat LB, =t 2l Ouicome of primary
tamar in patients with synchronous stage W cokrecta]l @neer
receiving avmbinaion chematharapy withoat sargery as inital
treament J Clim Oncol 2009, 2020033 79-84,

10. Brooguet A, Morenson MM, Vanthey IN, et 2l. Sworgical srase-
gies for syndironoms  coloredal ver metasiases W 156
comecmive pafents: dassc, combined or reverse srategy? J Am
Coll Surg. XN E2 106G 934-41.

11. Andres A, TosolC, Adam R, i al A sorvival analysis of the liver-
first reversed mansgement of advanced simolananos coloredal
liver metastasex: a LiverMetSorvey-hosed simdy. Amm Surg.
20022565 TT2-8; disoossion 778-9.

76

12 Mayo 5C, Politano O, Marqoes H, 2t 2l Swrgical management of
patients with synchronoms colorecta]l Hver meiasiasic: a2 maukis-
center intermafona] mahsic J Am Coll Surg. 200 32 16(4): W7 -
16; discossion 7168,

13 Taaka E, Mwrakami T, Mamo K, 21 al Preliminary resalis of
‘liver-first' reverss management for advanced and aggressive
synclmonons colorecial liver metasiases: 2 popemsity -matched
analysis. Dig Surg 2015; 32(1 cl6<22.

14, Qoo M, Hatino E, Kasai Y, et al. Feasihility of the Hver-fist
approach for patients with initially mresectshle and not optimall y
resecizhle synchronous colorectal liver metstases. Surg Today.
2015.

15. Welsh FK, Chandralmmaran K, Jobn TG, e4 2. Propensity score-
maicheal ommmes mahsis of the Everfirst aproach for syn-
chromms colorectal liver metastses. Br J Surg. 2006.

16 De Rosa A Gomez D, Brooks A, Comeron 1T, *Liverfirs™
appmach for synchronoas ool areatal liver metashses: is this 2 jus-
tifishle appmach? J Hepatobil Panoraar Sa. X 132003c263 -7

17. Domat M, Savoa GA, Stang A, et al 'Liverdirst’ apgroach for
metas afic colorecta] cancer. Furure Oncol 30 5; 11(E): 123345

18, Jegatheeswaran 5 Mason JM, Hancock HC, Sirwandena AR
The hver-first appmadch o the mansgemeni of colorectal cancer
with synchronoms hepaiic medss mes: 3 5 ystematic review. JAWA
Surg. 2 %1484 3R85-9] .

19, Kdly ME, Spolveratn G, Le GN, &t al Synchronoms calorectal
liver matastsic 2 network metaanaysE review comparing
clmsical, oombhined, and hverfimd =wrgical srategies. J Surp
Omcal. 200411 1(3): 341 =51,

20. Lam V¥, Lanrence I}, Pang T, et 2l. A& systematic review of 2
liver-first approach in patents with colwectal cancer and sym-
clronms  colmectal  liver metmbses. MPB (Owghbrd)
20013162 :100-8.

. Paxrlj L, Kopljar M, Klicek R, e 2l The sasgical teatment of
patients with colorecial cancer and lver metasiaes in the satting of
the “Hver first™ agproach. Hepatabdl Surg Nurr, 2004 55 324-9.

22 Waisherg I, Ivankovics IG. Liver-fimt apgroach of calorectal
cancer with synchronoe hegatic metasiases: a reverse smaiegy.
Wardd J Heparal. 200571 el 444-9.

23 Ayezr N, Barger W, van der Poal AE, e1 d. Longderm resalts of
ithe “liver first™ approadh in patients with locally advanced rectal
cancer and synchronoms liver metmiises. Dis Colon Recoum.
201356028 1-7.

24, van der Paal AE, de Wilt JTH, Lalmahomed 75, et d. Optimizing
ihe ouiome of srgey in patienis with recial cancer and =yn-
chronms Hver medsiases. Br J Surg. 2000973 38390,

25 Mentha G, Roth AD, Taraz 5, 21 al. “Liver fir” approach inthe
trentment of colorecta] cancer with synchronmos Hver metasiiges.
Dig Surg. 2008 25(604 305,

2. Goere [, Benhaim L, Bommet 5, & al. Adjovant chemothempy
afier resedtion of colaredtal bver metasiaxes in patients at high
risk of hepafic mowTence: 2 compamtive smdy hetween hepatic
aneria infosion of oxliplatin and modem sy stamic dhemnther-
apy. Ann Surg. 2013257(1 11420,

27. Gayer P, Kxouai M, Vigmo L, =t 2l Singlecenter mal Sdisci-
plnary maemagement of patents with colorectal cancer and
resecizhle synchronos liver medasses improves ooicomes. Clin
Rex Weparol Gagmenreral. 2001 33 1) 47-55.

28 Blanc JF, Barhare ), Baige V, et 2l Carcinome hepaince] hnlaire.
Thesaos Natiomal de Cancerologie DNgestive, join 2015, en
ligne hapfwwmnal.agl

29, Benchimal El, Langan 5, Guitmamn A. Call o RECORD: the
need for complede reposiing of ressarch msing romiinely omlleded
henléh data. J (Jin Epidemiol 2012667 e M35

30 Amdin PC. An mirodocfion o propensily score methods for
redocing the effects of mofomding in ohservational sindies.
Mulrivariate Behay Rex. 201 A6 Fe3 90424

2



Lim Chetana - Thése de doctorat - 2017

Primary Tumar Versas Liver-First Srategy in Patiens with Stage IWA Coloredal Cancer

3. Ogmbivi O0A, Fanagan FL., Dehdshti F, & al Detection of
recmTen and metstatic colarecial cancer: comparism of posi
trom emission inmograpiy and compuied tomography. Ann Surg
Omead. 199748 )61 320,

52 Wiering B, Vogd WV, Roas T, Oyen W] Conimversies in the
mamnzgement of colorectal liver metastases: role of PET and PET/
CT. Dig Swrp. 20825604 13-20.

53, van der Wal GE, Gouw AS, Eamps A, et 2l Angiogenesis
in synclmonoms and metachronous colorectz] liver metas
tasex: the liver as a permissive soil Amn Swrg. 200 ;2551
BG4,

77

Fd.

35

1

Shindoh I, Nshiokz Y, Yoshioka R, et al. KRAS muistion siatns
pedicts site-specific recmTence and suvival afier msedion of
colorectal fiver metasmes imespective of location of the primary
lesion. Ann Surg Oncol. 2016,

Vanthey JN, Zimmiti G, Kopetz 5E, et 2l RAS mottion sivims
pedics smrvival and patierms of somTence in atiens mdego
ing hepateciomy for colorectz] liver mefastses. Amm Surg.
20032546 19-2; discossion 626-T.

Yagea R, Cowell E, Chou JF, etal RAS mbtons affect pattern
of metastatic spread and increase propensity for brain metsss
in coloredial cancer. Camcer. 20 14; 121 ()] 195-203.



Lim Chetana - Thése de doctorat - 2017

5.4. Exérese premiére de la tumeur colorectale et

efficacité du Bevacizumab

5.4.1. Résume

Le Bevacizumab est un anticorps monoclonal recombinant humanisé dirigé contre le VEGF
dont le mécanisme d’action est d’inhiber 1’angiogénése. Contrairement aux antagonistes de
I’EGFR qui agissent directement sur la cellule tumorale (et peuvent donc étre prescrits en
monothérapie), le Bevacizumab en combinaison avec différentes chimiothérapies
cytotoxiques perturbe I’environnement tumoral et permet a ces chimiothérapies spécifiques de
mieux agir.

Sur la base des données expérimentales et cliniques de la littérature et de nos résultats
suggérant qu'une tumeur colorectale pourrait moduler 1’angiogénése hépatique et créer un
environnement favorable au développement de métastases hépatiques, nous avons voulu
savoir si la chirurgie de la tumeur primitive était associée a une meilleure efficacité de cet
inhibiteur de I’angiogénése en termes de survie globale et survie sans progression.

De 1989 a 2013, 120 patients avec un cancer colorectal stade IVA métastatique au foie ont eu
une chimiothérapie néo-adjuvante suivie d’une hépatectomie a 1'Hopital Henri Mondor : 110
patients ont été opérés avec une stratégie type primitif premier et 10 avec une stratégie type
foie premier. Les patients ont été divisés en deux groupes: chimiothérapie conventionnelle
associee a du Bevacizumab (Bevacizumab +, n = 37 ; 30%) et chimiothérapie conventionnelle
sans Bevacizumab (Bevacizumab-, 83 ; 70%).

Les patients du groupe Bevacizumab+ avaient une maladie métastatique plus avancée avec
des lésions multiples plus fréquentes (nombre de lésions > 3 : 51% vs. 24% ; p = 0.003) et
étaient plus pris en charge avec une stratégie foie premier que ceux du groupe Bevacizumab-
(19% vs. 4% ; p = 0.005).

Malgré la présence d’une maladie métastatique plus avancée, la survie globale a 5 ans était
significativement plus élevée dans le groupe Bevacizumab+ (62%) que dans le groupe
Bevacizumab- (44% ; p = 0.04). La survie sans progression a 3 ans n’était pas
significativement différente entre les deux groupes (19% vs. 20% ; p = 0.55).

Lorsqu’on fait une analyse de survie en sous-groupe selon le type de stratégie chirurgicale

(primitif premier versus foie premier), le Bevacizumab s’¢était avérée efficace en termes de
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survie globale pour les patients qui avaient été opérés de leur tumeur primitive en premier.
L’adjonction du Bevacizumab n’a pas montré de bénéfice en termes de survie globale pour les
patients qui avaient été opéres de leurs métastases hépatiques en premier.

Il s’agit de la premiére étude qui étudie I’impact de la chirurgie de la tumeur primitive, dans
les cancers colorectaux stade IVA, sur la survie globale observée sous Bevacizumab.

Cette etude a plusieurs limites. Premierement elle est rétrospective. Deuxiémement, nous ne
montrons pas de bénéfice en termes de survie sans progression, ce qui peut étre expliqué par
le nombre de patients inclus dans cette étude. Cependant la survie globale est le critere
principal dans les études cliniques et en définitive celui qui importe le plus aux malades.
Troisiemement, elle inclut des patients qui ont recu différents protocoles de chimiothérapies
au cours d’une longue période d’étude (24 ans). Enfin, le nombre limité de patients qui ont eu
une stratégie « foie premier » est limité (10 malades), ce qui peut expliquer 1’absence de

différence en terme de survie globale dans ce groupe.
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4.4.2. ARTICLE 4: La chirurgie premiere de la tumeur primitive est associée a une

augmentation de l'efficacité du Bevacizumab et de la survie dans les cancers
colorectaux stade IVA.

Journal of Surgical Research (en cours de soumission).

Bevacizumab improves survival in patients with resected synchronous colorectal liver
metastases

Lim C, Doussot A, Salloum C, Osseis M, Compagnon P, Tournigand C, Calderaro J,
Azoulay D.
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ABSTRACT (213 words)

Backeround: Multimodal strategy including chemotherapy and hepatectomy is advocated for
the management of colorectal liver metastases (CRLM). The aim of this study was to evaluate
the impact of necadjuvant Bevacizumab-based chemotherapy on survival in patients with
resected stage IVA colorectal cancer and liver metastases.

Materials and methods: Data from 120 consecutive pafients who received neocadjuvant
chemotherapy and underwent cumative-infent hepatectomy for synchronouws CRIM were
retrospectively reviewed. Overall survival (OS) was strafified according fo administration of
Bevacizumab before liver resection and surgical strategy, i.e. classical strategy (primary
fumor resection first) versus reverse strategy (liver mefastases resection first).

Results: Patients who received Bevacizumab (n= 37; 30%) had a higher number of CEIM (p
= (.003) and vnderwent more offen reverse strategy (p = 0.005), as compared to those who
did not (n = 83; 70%). Bevacizumab was associated with an improved OS5 compared with
conventional chemotherapy (p= 0.04). After strafifving by the surgical strategy. Bevacizumab
was associated with improved OS m patients who had classical strategy (p = 0.03). In
confrast, Bevacizumab had no impact on OS among patients who had liver metastases
resection first (p = 0.89).

Conclusions: Neoadjuvant Bevacizumab-based chemotherapy was associated with improved
05 in patients who underwent liver resection of synchronous CRIM, especially in those who

underwent primary tumor resection first.

EKEY WORDS: Stage IVA, Synchronous colorectal liver metastases; Bevacizumab; Primary

tumor resection first.
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INTRODUCTION

Multimodal strategy including surgery and chemotherapy is the only effective treatment
that may achieve long-term survival, and even cure, in selected patients with stage IVA
colorectal cancer (CRC) and synchronous liver metastases ' Systemic chemotherapy is
indicated to convert primarily unresectable primary tumor (PT) and'or hepatic disease to
resection, or achieve systemic disease control of upfront resectable disease.

Three surgical strategies are available to treat primary CRC with synchronous liver
metastases *: (i) the classical strategy (CS) where the primary tumor is resected first. (ii) the
reverse strategy (RS) where liver metastases (LM) are resected first and (i) the combined
strategy (simultaneous resection of the PT and LM). These strategies achieve similar overall
survival (OS) and recurrence-free survival (BFS) according to recent meta-analyses ** and
systematic reviews * . However, three more recent refrospective studies have reported that
CS reduces the risk of recurrence in patients with stage IVA liver-only CRC ** and achieves
improved cumulative BFS i

Addition of Bevacizumab to conventional necadjuvant chemotherapy was shown to
increase resectability of LM and to improve OS and EFS for patients with stage IV CRC and
unresectable LM """ In the context of upfront resectable LM, the use of Bevacizumab prior
to liver resection results from an extrapolation of these latter studies * and remains to be
ascertained 7.

This background motivated the present studv aimed fo evaluate the oncologic results of
neoadjuvant Bevacizumab-based chemotherapy in stage IVA liver-only CRC pafients with

resected LML
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MATERIAL AND METHODS
Patents and Study Design

All consecutive patients who underwent surgical treatment for stage IVA CRC with
synchronous liver-only metastasis from 1990 to 2013 were retrieved from a prospectively
maintained data file and medical charts were retrospectively reviewed. The institutional
review board approved the present study. Stage IWVA patients entering into any of the
following categories were excluded from the study: simmltaneous PT and LM resection,
presence of synchronous extrahepafic mefastases, patients who underwent urgent PT
resection. two-stage liver resection when PT resection was included in the first surgery. death
within 90 days of any surgerv, and patients who did not receive chemotherapy and those who

received Cetuximab before liver resection.

Oncological strategy

Cnir oncological strategy has been previously reported * For patients with stage IVA
CRC, the treatment strategy was failored according fo the potential resectability of the
metastatic disease, location and extent of PT and response to preoperative chemotherapy on
cross-imaging and fumor markers. In case of rectal cancer, chemoradiation was delivered
before proctectomy. The RS program was opened at our liver center in 2006 °. As in any other
specialized center, the surgical sequence and chemotherapy administration strategy to achieve
complete PT and LM resection was decided on a case-by-case basis. Each case was discussed
at a multidisciplinary colorectal board every three to four chemotherapy courses.

Surgical strategies were defined as classical (C5, PT resection first followed by liver
resection af a second operation) and reverse (BS, liver resection first followed by PT resection

at a second operation). In the present study, all patients with bilateral LM who underwent
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fwo-stage hepatectomy had their PT resected before the first stage (CS group) or after the
two-stage hepatectomy (RS).

For both strategies, Bevacimumab-based chemotherapy was administered before liver
resection, and interval conventional chemotherapy was administered between the first and the

second surgery.

Postaperative Management

Serum carcinoembryonic antigen (CEA) level and computed tomography (CT) scan
for recurrence screening were performed the first month postoperatively and then every three
months for the first two years and everv six months for the following three years. Recurrence
diagnosis was based on the above explorations completed by site-specific imaging in case of
symptoms. Biopsv of suspicious lesions for liver and extrahepatic recurrence was performed,

whenever needed.

Statistical analysis

Continmous variables are presented as means (standard deviations) and were compared
using Student’s f-test or the non-parametric Mann-Whitney tfest, as appropriate. Categorical
variables are presented as numbers (percentages) and were compared across groups using the
¥2 or Fischer's exact test, as appropriate. Differences were considered stafistically significant
when p-value < 0.03.

Owerall survival (O5) was calculated from the date of surgical strategy completion fo
the date of death. Survival rates were calculated using the Kaplan Meier method and
compared vsing log-rank tests. Independent predictors of OS were idenfified using a logistic
regression model with a P = (.05 vanable retention crferion. All statistical analyses were

performed with SPSS software (Stafistical Package, IBM SPSS Statistics, version 23 for
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Macintosh; IBM. Armonk, NY).
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RESULTS
Demographic and clinicopathologic characteristics

The study population included 120 stage IVA liver-only CRC patients with resected
LM after neoadjuvant chemotherapy. Of these, 110 (92%) patients have completed the C5 and
10 (8%) patients have completed the RS. Bevacizumab was included in the chemotherapy
regimen in 37 (30%) patients. Chemotherapy regimens administered before and after
hepatectomy are reported in Table 1.

Mean interval between each surgical procedure (ie. primary fumor first resection
followed by liver resection or liver first resection followed by primary fumor resection) was
10 months in the Bevacizumab group and 11 months in the no Bevacizumab group (p = 0.54).
Patients who received Bevacizumab were more likelv to have a liver metastases number = 3
(p = 0.003), and to undergo the reverse strategy (p = 0.005; Table 2) as compared to those
who did not receive Bevacizumab. Otherwise, the 2 groups were not statistically different
regarding age (p = 0.53), gender (p = 0.80), preoperative CEA = 5 ng/ml (p = 0.49), PT
location (colon or rectum, p = 0.91), tumor size (p = 0.21) and surgical margins of resected
LM (p=10.26).

The overall morbidity rate in the enfire cohort was 35% (42/120). The morbidity rate
was not statistically different between the Bevacizumab group (37.8%) and the no

Bevacizumab group (33. 7%, p=0.66).

Timing and pattern of recurrence
Owerall, recurrence occurred in 82 (68.3%) patients, including 27 in the Bevacizumab
group and 35 patients in the no Bevacizumab group (p = 0.47). Mean fime to recurence

whatever the location was similar between the two groups (15.6 months in the Bevacizumab
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group and 16.2 months in the no Bevacizumab group; p = 0.87). The location of the first
recurrence was as follows: intrahepatic in 29 cases (35.4%), extrahepatic in 22 cases (26.8%),
and extra-and intrahepatic in 31 cases (37.8%). As for the first recurrence site, there was no
difference between the two groups in terms of intrahepatic (11/27, 40.7% in the Bevacizumab
group vs. 18/35, 32.7% in the no Bevacizumab group; p = 0.48), extrahepatic (8/27, 20.6% in
the Bevacizumab group vs. 14/55, 25.5% in the no Bevacizumab group; p = 0.69). and intra-
and extrahepatic recurrences (8/27, 29.6% in the Bevacizumab group vs. 23/55, 41 8% in the

no Bevacizumab group; p=0.28).

Survival

O35 at 1-, 3-, and S-years was 93%, 68%, and 49% respectively in the entire cohort. 1-,
3- and 5 wear O5 was 100 %, 85 %, and 62 % respectively in the Bevacizumab group; and 89
%, 61 %, and 44% respectively in the no Bevacizumab group (p = 0.04; Figure 1). At
univariate analysis, only the administration of Bevacizumab (p = 0.04) was associated with
improved OS (Table 3).

A stratified analvsis was performed to assess the impact of relationship between
necadjuvant Bevacizumab-based chemotherapy and PT resection timing Bevacizumab-based
chemotherapy was associated with improved OS in patients who underwent PT resection first
strategy: 5-year OS was 64% for patients who received Bevacizumab and 45% for those who
did not (p = 0.03; Figure 2A). In contrast, Bevacimumab-based chemotherapy was not
associated with OS in patients who underwent LM resection first strategy (p = 0.89; Figure

1B).
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DISCUSSION

In the present retrospective single cenfer studyv, neoadjuvant Bevacizumab-based
chemotherapy prior to liver resection of stage IVA CRC was associated with improved OS, in
the subset of patients managed by PT resection first strategy.

To our knowledge, this is the first study to assess the oncological impact of Bevacizumab
in patients with resected synchronous LM according to the PT resection. Ghiringhelli et al **
alreadv compared the Bevacizumab efficacy in mefastatic colorectal cancer whether the
primary tumor was resected or not. The group of pafients who underwent PT resection
achieved a significant mmproved median OS for patients freated with Bevacizumab (41.9
months) as compared to those without (25.3 months; p = 0.0003). This difference was not
observed when PT was not removed (18.5 months for the Bevacizumab group versus 17.1
months in the chemotherapy-alone group; p = 0.6). This study. in line with ours. was limited
by the following biases: 1) Only 26% of patients had complete surgery of LM, whereas i1) up
to 40% of patients had extrahepatic disease (stage IVB), and i11) LM were mefachronous in
38% of patients.

In the present study, patients with stage IVA liver-only CRC who received Bevacizumab
had more advanced disease and were more often selected for a liver-first approach than those
who did not. In other words, patients with more advanced and'or borderline resectable liver
disease were more likely to receive a combination of Bevacizumab fo conventional
chemotherapy and to undergo liver resection first o Despite these adverse characteristics,
addition of Bevacizumab was significantly associated with improved OS. These results are in
contradiction with the LiverMetSurvey analysis'’ which reported no significant impact on

long-term outcomes of perioperative Bevacizumab in patients with resected CRLM. Howewver,

10
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this study included patients with synchronous (76%) and mefachronous LM (24%). Further,
this study did not evaluate the efficacy of Bevacizumab for stage IVA liver-only CRC
according to the surgical strategy.

The physiopathological hypotheses why PT resection first strategy may improve
Bevacizumab efficacy are unclear Van der Wal et al have shown that expression of
angiogenic factors is higher in the metastases and the adjacent liver to the metastases in
patients who vnderwent sinmltaneous resection of synchronous LM and PT as compared to
those who had resection of synchronous LM 3 to 12 months after resection of the PT and
those who underwent resection of metachronous LM *°. If the liver microenvironment (ie.
liver parenchyma adjacent to the LM) is more angiogenic in the presence of PT, this could
explain the improved survival with VEGF inhibition observed when the PT is resected first ©*.

Some shortconungs of the present study need to be acknowledged. First, pafients
referred at our terfiary liver cenfer may imply a selection bias. Second, the study period
covered vears between 1900 and 2013, therefore mncluding patients belonging to different eras
of chemotherapv (and in particular before introduction of Bevacizumab into clinical practice).
As well the KRAS type might be explored in the studied setting **. Third, although the limited
sample size may represent an important limitation, this is however to our knowledge the first
study to investigate the mnfluence of PT resection on Bevacizumab efficacy in synchronous
stage IVA CRC and liver metastases. These preliminary data support the rationale fo

prospectivelv validate this hypothesis.

11
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CONCLUSIONS

Necadjuvant Bevacizumab-included chemotherapy was associated with improved OS in
patients who underwent liver resection for stage IVA liver-only CRC, especially in those who
had primary tumor resection first strategy. A stratified analysis identified a specific population
with an OS5 improved and will provide a better management of staged IVA CRC liver-only
patients. Provided these results are confirmed in further studies. the choice of the surgical

strategy with Bevacizumab could improve survival in selected patients.

12
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Overall survival curves stratified according to the Bevacizumab use
Figure 2. Overall survival curves strafified according to the Bevacizumab use. A in patients

who underwent primary tfumor resecfion and then liver resection (classical strategy). B in

patients who underwent liver resection and then primary fumor resection (reverse strategy).
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Table 1. Chemotherapy regimens administered before hepatectomy

All patients  Bevacizumab- Conventional
N=120 based chemotherapy without
chemotherapy Bevacizumab
n=37 (30 %) n =383 (70 %)
LV5FU2 16(13) 0D 16 (19)
Folfox 70 (58) 23 (62) 47 (57)
Folfiri 27(23) 14 (38) 13(18)
Helox/ xeloda 3{4 0{m 3(6)
5FU alone 2(2) 0 2(2)

Footnotes: 5FU indicates 5-fluorouracil; LVSFU2, combination 5-fluorouracil and folinic
acid; Folfox, combination folinic acid, >-fluorouracil, and oxaliplatin; Folfiri, combination
folinic acid, S-fluorouracil. and irinotecan.
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Table 2. Demographic and clinicopathologic charactenistics

All patients Bevacizumabh- Conventional Pvalue
N=120 based chemotherapy without
chemotherapy Bevacizumab
n=237 (30 %) n =383 (70 %)
Demographics
Age. years 6211 6112 6210 0.53
Age = 70 years 28 (23) 9(24) 19 (23) 0.86
Sex, male/female 66 (55)/54 (45) 21 (57)/16 (43) 45 (54)/38 (46) 0.80
Surgical strategy
Classical vs. reverse strategy 110 (92)/10 (8) 30 (81)/7(19) 80 (96)3 (4) 0.005
Primary dizease
Colon vs. rectum 90 (69)/30 (31) 28 (76)/9 (24) 62 (75)121 (25) 0.91
Pre or postoperative radiochemotherapy 11(9) 3(8) 8(10) -
Liver metastases
Preoperative carcmoembronic anfigen > 5 ng/ml 56 (47) 19 (51) 37435 0.49
Surgzical approach (open vs. laparoscopic) 109 (91)/11 (9) 35(95)2(5) 74 (89)9 (11) 0.34
Major hepatectomy (= 3 segments) 82 (68) 23 (62) 59 (71) 033
Postoperative morbidity 42 (35) 14 (38) 28 (39) 0.66
Mean maximum tumor size,mm (pathologzy) 42x33 3631 44=34 0.21
Maxamum tumor size = 50 mm (pathology) 34 (28) 8 (22 26 (31) 0.28
Tumor number = 3 (pathology) 39 (33) 19 (51 20029 0.003
Positive resection margin (pathology) 22 (18) 9(24) 13 (16) 0.26

Continuous data are ziven as mean (standard deviation) and categorical vanables are presented as numbers (percentages).
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Table 3. Univariate analysis of prognostic factors for overall survival in the entire cohort (n=120)

Variable Univariable Analysis
P value

Age =70 YEars Yes 0.59
No

Gender Male 0.37

Female

Rectal tumor Yes 0.32
No

Chemoradiation before protectomy Yes 0.37
No

Prehepatectomy carcinoembronic antigen = 5 ng/mi Yes 0.26
No

Prehepatectomy Bevacizumab Yes 0.04
No

Mazamum tumor size = 50 mm Yes 0.23
No

Tumor number = 3 Yes 0.33
No

Positive surgical margins Yes 0.835
No

Reverse strategy Yes 0.67
No

Major hepatectomy Yes 0.69
No

Postoperative morbidity Yes 0.77
No
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6. SYNTHESE ET CONCLUSION

103



Lim Chetana - Thése de doctorat - 2017

Vers une nouvelle conception du processus métastatique

Le cancer colorectal a été longtemps considéré comme une pathologie dont I’initiation et
I’évolution étaient directement déterminées par les altérations génétiques et épigénétiques des
cellules tumorales "2. Nous savons maintenant depuis quelques années par des données issues
de modeéles expérimentaux que le processus metastatique est bien plus complexe que prévu et
que le caractére invasif d’un cancer primitif ainsi que son potentiel métastatique sont
déterminées non seulement par les modifications génétiques des cellules cancéreuses mais
aussi par des interactions entre le microenvironnement et ces cellules cancéreuses. Ce sont ces
interactions qui vont en partie moduler la capacité de développement local (caractere invasif)
et a distance (potentiel métastatique) de la tumeur primitive.

Nous pouvons faire plusieurs conclusions a partir des travaux présentés dans cette thése de
science. Tout d’abord nous montrons dans notre modéle murin de métastases hépatiques
d’origine colique que si on module le microenvironnement hépatique en induisant la présence
massive de progeniteurs endothéliaux issus de la moelle osseuse dans la circulation sanguine
(obtenue soit par un mécanisme d’ischémie située a distance du foie (ligature de 1’artere
fémorale) ou dans le foie (clampage puis déclampage de la veine porte)), et ce sans modifier
qualitativement ou quantitativement les cellules tumorales injectées, on accélére de facon
significative la croissance tumorale des métastases hépatiques en augmentant le nombre et en
raccourcissant le délai d’apparition de ces lésions via une augmentation de I’angiogénése
tumorale (Article 1). Cependant, ces résultats ne nous permettent pas d’exclure 1’hypothése
que la croissance tumorale des métastases hépatiques dans notre modele puisse étre aussi la
conséquence de processus liés a 1’ischémie et I’hypoxie tissulaire. Dans une expérience
complémentaire, nous montrons que I'administration de progéniteurs endothéliaux isolés a
partir du sang peériphérique de souris ayant eu au préalable une ligature de I’artére fémorale
accélere egalement la croissance tumorale dans un modéle de carcinose péritonéale et un
modele de tumeur sous-cutanée (Article 2). Ces données nous ont permis de faire la preuve
de concept qu’il existerait des interactions entre le microenvironnement tumoral hépatique et
la présence de ces progéniteurs médullaires sanguins et que ces interactions pourraient

augmenter le potentiel métastatique dans notre modéle tumoral de métastases hépatiques.
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Le microenvironnement hépatique est modulé par la tumeur colorectale via les
progéniteurs dérivés de la moelle osseuse et I’angiogénése.

Nous nous sommes ensuite intéresses aux résultats récemment publiés en 2012 dans « Annals
Of Surgery » par Van der Wal et al ?*. Les auteurs ont montré qu'il y avait une différence
d'activitée de l'angiogénése au sein du parenchyme hépatique selon que la tumeur primitive
colique soit en place ou pas. L’activité angiogénique représentée par les dosages de ces
déterminants est plus forte en cas de métastases hépatiques synchrones que métachrone et 4
fois plus élevée dans le foie juxta-tumoral que dans la métastase elle-méme. Les auteurs ont
conclu que pour les patients porteurs de métastases hépatiques avec une tumeur colique
primitive en place, le parenchyme hépatique adjacent a la métastase est un parenchyme
profondément favorable a I'angiogénése tumorale.

Dans ce contexte, nous pouvons faire plusieurs conclusions a partir de nos travaux
expérimentaux. La premiére information est la présence d'une activité d'angiogénese en cas de
métastase hépatique. La seconde information est la différence d'activité de I'angiogénése dans
le parenchyme juxta-tumoral en cas de présence massive de progéniteurs circulants. La
troisieme information est que le réseau de densité micro-vasculaire est 1,5 fois plus important
dans le parenchyme hépatique adjacent a la métastase dans les groupes de souris ayant eu une
double ischémie par rapport au groupe contréle (Article 1). Bien que l'analyse soit semi-
quantitative, nous suggérons que cette augmentation de 1’angiogénése pourrait étre liée a la
présence de ces progéniteurs endothéliaux circulants. Ce qui confirme I'hypothese que
I'angiogénese hépatique n'est pas un processus exclusivement local et que des progéniteurs
endothéliaux sont recrutés a distance pour jouer un rdle physique dans la formation des
vaisseaux tumoraux au sein du parenchyme hépatique. Enfin nos résultats montrent que ces
progeniteurs endothéliaux vont se localiser précocement dans le foie (résultats non publiés
n°1), corroborant les travaux antérieurs de Kaplan et al. % et de Gao et al. ”® qui montrent que
ces progéniteurs avaient un role majeur d’une part dans la formation de la niche pré-
métastatique et d’autre part dans le switch angiogénique et la progression des micro-
métastases en macro-métastases.

Encore une fois, il est important de rappeler que dans ce travail de these nous avons fait le
postulat que la présence d’une tumeur colorectale induit une libération de progéniteurs
endothéliaux d’origine médullaire dans la circulation sanguine. Bien qu’il s’agisse d’une
hypothése que nous n’avons pas directement investigué dans notre modéle murin de

métastases hépatiques, il existe plusieurs travaux réalisés dans d’autres modeles murins de
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tumeurs (modéle de métastases pulmonaires "*, métastases pulmonaires de lymphome sous-
cutanée %) qui montrent qu’un cancer primitif peut produire des facteurs pro-angiogéniques

ou des cytokines pour mobiliser des progéniteurs médullaires.

La chirurgie premiére de la tumeur primitive pourrait diminuer le caractére permissif
du foie pour le processus métastatique.

Il s’agit d’une question récurrente qui est souvent posée en réunion de concertation
pluridisciplinaire lorsque le patient est en bon état général et que la tumeur colique ou rectale
est asymptomatique. Le traitement standard a longtemps consisté en la résection de la tumeur
primitive pour éviter les complications obstructive, infectieuse ou hémorragique, puis d'une
chimiothérapie adjuvante et, en cas de réponse effective, de la résection des métastases
hépatiques quelques mois plus tard. La question ne doit plus étre posée uniquement en termes
de complications de la tumeur primitive mais également en termes de pronostic oncologique
et de survie a long-terme (qui reste le principal critere reflétant le bénéfice clinique pour le
patient). Il ne s’agit pas de mettre le patient a I'abri d'une potentielle occlusion survenant sous
chimiothérapie qui est finalement peu fréquente, mais de ne pas laisser en place la "machine a
métastases" que représente la tumeur primitive.

Sur la base de nos résultats expérimentaux et de ceux de la littérature, une tumeur primitive
serait capable de modifier le microenvironnement des futurs sites métastatiques en favorisant
la mise en place d’une niche pré-métastatique, il existerait donc un rationnel fondamental
pour justifier une chirurgie premiére de la tumeur colique ou rectale dans les cancers stade 1V
métastatique au foie. Cette exérese premiére de la tumeur primitive pourrait limiter le
processus meétastatiqgue en supprimant la relation entre la tumeur primitive et le
microenvironnement des sites métastatiques.

Nos données obtenues avec notre travail translationnel suggérent que 1’angiogénése tumorale
au sein de la Ilésion métastatique quantifiée sur les picces d’hépatectomies est
significativement moins importante lorsque les patients sont préalablement opérés de leurs
tumeurs colique ou rectale (Résultats non publiés n°2).

Nos resultats cliniques montrent que les deux stratégies (i.e, primitif premier versus foie
premier) sont comparables en termes de survie globale et survie sans progression. Nous
montrons, cependant, que la récidive extra-hépatique est plus fréquente et plus précoce apres
une stratégie foie premier (Article 3). Le corolaire de ce résultat est que si on choisit une

stratégie foie premier, il faut probablement proposer a ces patients une chimiothérapie

106



Lim Chetana - Thése de doctorat - 2017

adjuvante et réaliser une surveillance rapprochée dont 1’objectif est le dépistage d’une
récidive extra-hépatique.

A I’inverse, la possibilité qu’une hépatectomie ou une embolisation portale puisse accélérer la
croissance tumorale de micro-métastases a été évoquée sans que le lien de causalité n’ait été
clairement démontré. Il est aujourd’hui démontré qu’une hépatectomie ou une embolisation
portale induit une régénération hépatique via un mécanisme d'angiogenése. La possibilité que
cette angiogénese initiee au moment de la régénération hépatique module le
microenvironnement hépatique et stimule la croissance tumorale a été étudiée dans plusieurs
modeles expérimentaux d’hépatectomie chez le petit animal (Annexes 2 et 3). Les résultats
sont divergents voire contradictoires. Plusieurs raisons peuvent expliquer ces divergences
telles que la diversité des modéles tumoraux utilisés (modéle orthotopique ou hétérotopique,
animaux immunodéprimés ou immunocompétents, souris ou rats), le timing choisi pour
I’injection des cellules tumorales (avant, aprés ou pendant la réalisation de I’hépatectomie) et
le type de cellules tumorales injectées. Les résultats sont similaires pour le modéle de
régénération hépatique induite par une embolisation portale chez le rat (Annexe 2). Enfin il
est important de souligner que les patients justifiant d’une hépatectomie en deux temps ou
d’une embolisation portale avant une hépatectomie majeure (car il s’agit de ces patients dont
on parle) ont souvent une maladie carcinologique évolutive qui, en elle-méme et
indépendamment de 1’hépatectomie ou de I’embolisation portale peut expliquer la progression
tumorale.

Comme les deux stratégies sont possibles, I'une ou l'autre peut étre choisie en fonction de
I'extension de la tumeur primitive et de I'évolutivité de la maladie métastatique hépatique.
L'objectif principal de la stratégie onco-chirurgicale est d'aller au bout de la stratégie c’est-a-
dire réaliser la résection des deux localisations tumorales. L'attitude logique serait de traiter
rapidement le site tumoral le plus évolutif car cette attitude permettrait d'augmenter les
chances de traiter la deuxieme localisation tumorale. L'hypothese du microenvironnement
tumoral nous incite a traiter en premier le cancer primitif, d'autant plus qu'environ 15% des
patients qui ont une stratégie foie premier n'ont pas eu la résection du primitif soit du fait

d'une progression tumorale soit de complications de la chirurgie hépatique *°.
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Les protocoles de chimiothérapie doivent cibler le microenvironnement et non plus
uniguement les cellules tumorales.

Des données cliniques issues d’études randomisées ont déja confirmé ’efficacité de cette
approche thérapeutique qui consiste a cibler I'angiogénése tumorale. Les anti-angiogéniques
ont prouveé leur efficacité en termes de réponse tumorale et de pronostic oncologique dans le
cancer colorectal métastatique.

Nous montrons par les résultats de 1I’Article 4 que si on choisit d’associer un anti-
angiogénique a la chimiothérapie conventionnelle péri-opératoire, il faut probablement le faire
davantage si la tumeur primitive est réséquée en premier. Les résultats de 1I’Article 3
suggerent que si on choisit de traiter par une chimiothérapie adjuvante un patient opéré de
métastases hépatiques synchrones, il faut probablement le faire davantage si les métastases

hépatiques sont réséquées en premier.

En conclusion, nos données sur les interactions entre une tumeur colique ou rectale, le
microenvironnement hépatique et 1’angiogénese tumorale pourraient dans ce contexte nous
servir de rationnel scientifique pour rediscuter nos stratégies onco-chirurgicales pour les
patients qui ont cancer colorectal et des métastases hépatiques synchrones. Les deux stratégies
chirurgicales sont possibles mais il existe tout de méme des données fondamentales pour

privilégier une chirurgie premiére de la tumeur primitive et I'utilisation d'anti-angiogéniques.
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7. PERSPECTIVES

Les résultats expérimentaux obtenus a partir de notre modéle relevant et proche de la clinique
confirment que les progéniteurs endothéliaux derives de la moelle osseuse ont un role
fonctionnel (sécrétion de facteurs pro-angiogéniques modifiant a distance le parenchyme
hépatique) et structurel (formation de nouveaux vaisseaux) dans la néo-angiogénése tumorale
et le processus métastatique. Bien que les mécanismes impliqués dans le recrutement et la
mobilisation de ces progéniteurs ne sont pas clairement démontrés dans le cancer colorectal,
ces résultats apportent un solide rationnel sur la possibilité d'utiliser ces cellules comme de
potentiels biomarqueurs circulants de lI'angiogénése tumorale et donc du pronostic du malade.
IIs pourraient aussi étre utilisés dans ce contexte comme des biomarqueurs de ’efficacité des
traitements ciblant I’angiogénése tumorale %2

Bien gu'il n'existe actuellement aucun consensus sur les marqueurs de surface qui identifient
ces cellules, ces cellules dérivées de la moelle osseuse pourraient a eux seuls constituer une
nouvelle cible thérapeutique dans la lutte contre le cancer ™ ™.

Enfin, nos données expérimentales sur ces progéniteurs endothéliaux dérivés de la moelle
osseuse pourraient nous aider a apporter des éléments de réponse a la question si
I’ischémie/reperfusion induite par le clampage vasculaire au cours d’une hépatectomie a un
effet délétére ou pas sur la croissance tumorale "°®. Bien que les mécanismes impliqués
soient encore mal expliquées, des publications clinques récentes ont montré I'absence
d'impact du clampage hépatique sur la survie globale de patients opérés de métastases

hépatiques d'origine colorectale & 8

. En pratique cependant, le lien de causalité entre
clampage hépatique et croissance des metastases hépatiques n'est pas clairement déemontre, si
bien que Il'indication de cette technique chirurgicale doit rester large au cours d'une résection

hépatique (Annexe 4).
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ANNEXE 1
Bulletin du Cancer. 2013 100:343-350.

Microenvironnement et angiogénese des métastases hépatiques d’origine colorectale:

implications chirurgicales.

Lim C, Eveno C, Pocard M.
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Résumeé. Stephen Paget a introduit la théorie de la
graine et du sol selon laquelle les métastases ne se
répartissent pas au hasard dans |'organisme mais ne
peuvent croitre que dans un environnement approprié.
Il existe un grand nombre d'arguments expérimentaux
et cliniques qui contribuent a légitimer cette hypo-
thése. Plus récemment, il a été suggéré que la tumeur
primitive pourrait modifier le microenvironnement du
futur site métastatique afin de le rendre permissif au
développement de métastase, conduisant au concept
de niche prémétastatique. Les cellules tumorales pro-
duiraient des cytokines et des facteurs de croissance
qui activeraient le recrutement et la mobilisation de
progéniteurs endothéliaux médullaires, nécessaires a
la néovascularisation tumorale et a la croissance des
métastases. Bien que la signification clinique de la
niche prémétastatique reste encore a élucider, cette
hypothése apporte un élément de réponse pour recom-
mander une exérése premiére de la tumeur colorectale
primitive en cas de métastases hépatiques synchrones.
La signalisation réciproque entre la tumeur primitive
et le microenvironnement métastatique influencerait la
progression tumorale et représenterait, outre une cible
thérapeutique importante dans la lutte contre le cancer,
un rationnel fondamental pour rediscuter nos straté-
gies thérapeutiques de prise en charge des métastases
hépatiques synchrones. A

Abstract. Stephen Paget’s proposed an origi-
nal “seed and soil” theory, with organ-preference
pattemns of tumor metastasis resulting in inter-
action between metastatic tumor cells and their
specific microenvironment. There is many experi-
mental and clinical data showing that this theory
is validated. More recently, it has been sugges-
ted that early changes in the microenvironment at
the distant sites, could be induced by the primary
tumor, reported as “pre-metastatic niche” forma-
tion. Tumor cells could produce growth factors,
cytokines which could facilitate the recruitment and
the mobilization of the bone marrow-derived endo-
thelial progenitor cells, and thus necessary for the
tumor neovascularization and metastasis growth.
Although the clinical value of the concept of the
premetastatic niche is not yet elucidated, these data
could encourage surgeons to perform the colorectal
surgery first and then the liver surgery, in patients
with synchronous colorectal liver metastases. The
reciprocal interactions between primary tumor and
microenvironment at the distant sites are therefore
determinant for tumor progression. Taken together,
the microenvironment is an important therapeutic
target and surgeons and oncologist could discuss
the choice of different surgical strategy for patient
with synchronous colorectal liver metastases regar-
ding the interaction with the microenvironment
affected by primary tumor resection. A
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Introduction

Lors de cette demiére décennie, un nombre croissant
de publications a été consacré a |'étude de la relation
entre le microenvironnement et la carcinogenése. Ces
travaux reposent sur |’utilisation de modeles in vitro et
in vivo de prolifération tumorale, d’'invasion, de remo-
delage cellulaire, d'angiogenése et d'inflammation,
mais aussi sur une analyse de la génomique, de la
biologie moléculaire et des banques de données de
tissus. Le processus métastatique est A la fois dépen-
dant des modifications génétiques et épigénétiques au
sein du génome de la cellule tumorale, qui reste le
facteur déterminant principal, mais aussi dépendant
de facteurs extrinseques tels que le microenvironne-
ment de la tumeur primitive et des sites métastatiques
[1]. La croissance tumorale et la dissémination méta-
statique sont largement dépendantes de |'angiogenése
tumorale. Les éléments du microenvironnement inter-
viennent  toutes les étapes du processus métastatique.
Des données cliniques ont déja confirmé |'efficacité de
ces approches scientifiques avec les traitements anti-
angiogéniques qui ont prouvé leur efficacité en termes
de réponse tumorale et de pronostic pour une majorité
de cancers métastatiques. Parmi eux, les cancers colo-
rectaux ont été parmi les premiers 3 bénéficier d'un
traitement anti-angiogénique efficace.

L'angiogenése est aussi un processus physiologique,
activé dans la régénération hépatique induite par une
hépatectomie. La possibilité qu'une chirurgie curative
des métastases hépatiques ait elle-méme un effet délé-
tére sur la croissance des lésions a été évoquée il
y a plus de 20 ans, sans qu'aucun lien direct nait
été démontré. La compréhension de la relation entre
la chirurgie et la croissance tumorale nécessite de
mieux comprendre la physiopathologie du microenvi-
ronnement tumoral. L"hypothése que nous présentons
ici, repose sur la possibilité que la présence de la
tumeur colorectale primitive ou qu’un geste chirurgical
sur la lésion primitive module le microenvironnement
de la future lésion métastatique via I'angiogenése de
facon a le rendre ou non, permissif 3 la croissance
tumorale. L'objectif de cet article est d'amener les
chirurgiens et oncologues a rediscuter nos stratégies
médico-chirurgicales de prise en charge des malades
porteurs de métastases hépatiques synchrones.

Pourquoi cibler l'angiogenése dans
le cancer colorectal métastatique ?

Rationnel

Comme pour la majorité des tumeurs solides, la phase
de croissance précoce d'une tumeur primitive d’origine
colorectale et son processus de dissémination méta-
statique sont largement dépendants de la formation
de nouveaux vaisseaux (angiogenése tumorale), sans
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laquelle les cellules tumorales demeurent a I'état de
cellules dormantes, état stable intermédiaire entre la
prolifération et |'apoptose. Ces néovaisseaux tumo-
raux assurent les apports en nutriments, oxygéne et
facteurs de croissance indispensables a la croissance
de la tumeur primitive, mais aussi de sa dissémina-
tion. L'initiation de |’angiogenése tumorale serait sous
la dépendance dun switch angiogénique, secondaire
a la sécrétion par les cellules tumorales de facteurs
pro-angiogéniques, perturbant ainsi |'équilibre entre
facteurs pro- et anti-angiogéniques. Cette sécrétion
est liée a I'hypoxie tissulaire et a des modifications
génétiques au sein du génome des cellules tumorales,
intéressant certains oncogénes clés [2]. Le proces-
sus d'angiogenése se fait par deux mécanismes, le
bourgeonnement des vaisseaux sanguins préexistants
(sprouting) et le recrutement et |'incorporation de cel-
lules endothéliales aux vaisseaux en formation. Parmi
les facteurs angiogéniques identifiés, le vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) est le régulateur clé de
I"angiogenése tumorale. Cette glycoprotéine exprimée
de facon dérégulée par les cellules tumorales via sa
fixation, active deux récepteurs VEGFR1 et VEGFR2.
L'activation de cette voie de signalisation VEGF-
dépendante est un élément favorisant la migration, la
survie et la prolifération des cellules endothéliales,
I'induction de protéinases conduisant a un remode-
lage de la matrice extracellulaire, 'augmentation de
la perméabilité vasculaire et le maintien de la survie
des vaisseaux néoformés. L"administration d'anticorps
anti-VEGF dans des modéles animaux de xénogreffes
de tumeurs colorectales humaines semble inhiber la
croissance tumorale [3].

Arguments épidémiologiques et cliniques

La croissance des cancers colorectaux s'associe a
I'expression accrue de ces facteurs pro-angiogéniques,
il a été ainsi montré qu‘une surexpression du VEGF
était retrouvée dans 37 2 100 % des cas [4]. Cette
surexpression est corrélée a l'invasion cellulaire, a la
densité vasculaire, au développement des métastases et
au pronostic des malades [5-9]. L'expression du VEGF
semble fréquemment corrélée aux mutations de RAS,
aux mutations de la voie de signalisation APC-WNT,
ainsi qu’a la surexpression de la cyclooxygénase 2,
anomalies fréquemment rapportés au cours du can-
cer colorectal [10-12]. Une association significative
entre la densité microvasculaire tumorale et les taux
de récidive tumorale et de survie des malades a été
également rapportée [13-15]. |l existe donc un ration-
nel a cibler I'angiogenése dans le cancer colorectal
métastatique, dont le but est de ne pas seulement
cibler la tumeur mais aussi un mécanisme indispen-
sable a sa croissance et a sa dissémination. L’utilisation
d’anti-angiogénique en association & une chimiothé-
rapie cytotoxique a permis d’améliorer la médiane de
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survie globale & plus de 24 mois, faisant du béva-
cizumab (anticorps anti-VEGF) le traitement standard
en premiére ligne du cancer colorectal métastatique
[16-19]. Par ailleurs, l'utilisation du bévacizumab a
permis d'amener certains patients considérés comme
initialement non résécables  la résection chirurgicale
(résécabilité secondaire) avec également un bénéfice
en termes de survie globale.

Quel réle pour le
microenvironnement

dans l'angiogenése tumorale
et le potentiel métastatique ?

Progéniteurs médullaires, angiogenése
tumorale et progression tumorale

L'angiogenése physiologique et tumorale, chez
'adulte, a longtemps été considérée comme un
processus local et exclusivement assuré par le bour-
geonnement des vaisseaux préexistants, résultant
de la prolifération et de la migration des cellules
endothéliales. Deux publications ont démontré pour
la premiére fois que la vasculogenése physiologique
pourrait étre le résultat de la différenciation et de
I'incorporation fonctionnelle de cellules endothéliales
progeénitrices (CEP), originaires de la moelle osseuse
[20-22] ; concept qui était auparavant exclusive-
ment lié a I'embryogenése. D'autres progéniteurs
médullaires, tels que des cellules hématopoiétiques
progénitrices (CHP) sont recrutés en méme temps
que les CEP et contribuent également au processus
de vasculogenése. C'est en 2001, suite aux travaux
de Lyden et al. sur la souris, qu‘il a é&té montré pour
la premiére fois que des progéniteurs médullaires
pourraient contribuer a la néoangiogenése tumorale
[23]. Depuis ces premiéres observations, les CEP,
aujourd’hui bien caractérisées pour leur role dans la
réparation des parois vasculaires et la néoangiogenése
post-ischémique, sont largement explorées pour leur
role dans l'initiation de la néoangiogenése tumorale
et dans la croissance tumorale et le développement
des métastases. Néanmoins, I'importance de ces CEP
circulantes dans le processus de néoangiogenese
tumorale reste encore 3 élucider. Dans les modéles
expérimentaux d’angiogenése tumorale, entre 5 et
50 % des CEP sont retrouvées dans la paroi des
néovaisseaux tumoraux [24] et seulement pour prés de
5 % chez des patients atteints de cancer du poumon
ou ayant développé des cancers secondaires [25, 26].
Les études sur la valeur pronostique des CEP et des cel-
lules endothéliales circulantes sont nombreuses dans
le cancer du sein [27-29]. Dans le cancer colorectal
en situation métastatique, il a été rapporté une cor-
rélation entre un taux élevé de CEP ou de cellules
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endothéliales circulantes et la réponse tumorale aprés
bévacizumab ainsi qu'a la survie globale [30-32]. Ces
travaux sont encore rares et hétérogénes, du fait de
I’absence de standardisation des méthodes de détection
et de la rareté de ces cellules dans le sang, repré-
sentant 0,01 3 0,0001 % des cellules mononuclées
périphériques [33]. Plusieurs données expérimentales
suggerent que le taux de CEP circulantes pourrait varier
selon le type, le grade et la localisation de la tumeur
134].

En résumé, les données expérimentales suggérent que
les CEP d'origine médullaire pourraient contribuer a
I’angiogenése tumorale et la progression métastatique.
En pratique, elles pourraient étre utilisées comme bio-
marqueur pronostique du cancer colorectal. Toutefois,
I’hétérogénéité des résultats souligne I"absence de stan-
dardisation des méthodes de détection et la possibilité
que leur influence différe d’'un cancer a un autre ou de
la localisation métastatique.

Progéniteurs endothéliaux
et niche prémétastatique

Des travaux récents chez la souris ont montré que le
microenvironnement du futur site métastatique pourrait
étre modifié a distance par la tumeur initiale [35, 36].
La formation d'une « niche prémétastatique » par la
tumeur primitive rendrait le microenvironnement de
I'organe cible propice et favorable au développement
des métastases. Cela confirme la théorie ancienne pro-
posée par Stephen Paget en 1889 de la graine et du
sol. Les cellules tumorales sécrétent du VEGF-A favo-
risant |'activation, la mobilisation et le recrutement
local de CHP provenant de la moelle osseuse. L'entrée
des CHP dans la circulation sanguine et leur migra-
tion vers les sites métastatiques précéderaient |"arrivée
des cellules tumorales. Les CHP exprimant a leur sur-
face le VEGFR1+ circuleraient dans le sang et se
dirigeraient dans les stromas périvasculaires riches en
fibronectine, la fibronectine étant synthétisée par les
fibroblastes qui sont localisés dans les régions sous-
capsulaires des organes ou par des fibroblastes-like
elles-mémes stimulées par le PIGF secrété aussi par la
tumeur initiale. Les CHP expriment a la fois une inte-
grine VLA-4 leur permettant d’adhérer a |a fibronectine,
mais aussi une métalloprotéinase dégradant la mem-
brane basale, ce qui permet d'accroitre |'extravasation
des CHP dans la niche prométastatique. A ce stade,
I'envahissement du stroma par les CHP serait respon-
sable d’une activation locale du stroma, qui serait alors
responsable du recrutement secondaire des cellules
tumorales circulantes, la niche prémétastatique devient
alors une micrométastase. Enfin, les CEP médullaires
{exprimant le VEGFR2 +) sont recrutées pour contri-
buer a I'établissement d'une microvascularisation de
la future lésion métastatique et la progression des
mcirométastases en métastases macroscopiquement
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Figure 1. Concept de la niche prométastatique dans le cancer colorectal. 1. Sécrétion de facteurs de croissance et cytokines par les
cellules tumorales. 2. Induction de a mobilisation des progéniteurs endoth&liaux médullaires dans La circulation sanguine. 3. Girculation
et migration des vers le foie. 4. Formation de 3 niche prométastatique. 5. Intravasation, circulation et dissémination des cellules
tumorales. 6. Arrivée des cellules tumorales dans la niche prométastatique (micrométastase), angiogenése locale et croissance des

métastases (macrométastase).

décelables. L'inhibition pharmacologique de VEGFR1+
et VEGFR2 semble inhiber la formation de micro- et
macrométastases [23], suggérant que le processus de
mobilisation des progéniteurs médullaires pourrait étre
un facteur-clé de la néoangiogenése tumorale et du
processus métastatique (figure ).

Depuis ces premiéres observations, d‘autres meéca-
nismes de formation de niche prémétastatique ont été
décrits, faisant intervenir d’autres composantes cellu-
laires et moléculaires du microenvironnement :

— le recrutement de macrophages et la sécrétion locale
de MMP9 seraient aussi un facteur favorisant le recru-
tement des cellules tumorales dans le poumon [37] ou;;
— le recrutement de cellules myéloides Macl+ et la
sécrétion locale de S100A8 et ST00A9 par les cellules
stromales [38].

En résumeé, il existe des données issues de modeéles pré-
cliniques qui suggérent que le microenvironnement du
futur site métastatique pourrait étre modifié a distance
par la tumeur initiale. La formation d'une niche prémeé-
tastatique serait alors le facteur-clé du recrutement et
de I'implantation des cellules tumorales métastatiques.
Toutefois, les modéles in vivo utilisés ont des limita-
tions :

— ce concept n'a été décrit que dans un modéle expé-
rimental de métastase pulmonaire chez la souris ;

les modeéles utilisés étaient des modéles hétéro-
topiques (greffes sous-cutanées de cellules de cancers
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du poumon) d'injection de cellules tumorales syn-
géniques sur des animaux au systéme immunitaire
déficient, ce qui devient discutable dés lors qu'il existe
actuellement des données qui montrent l'influence de
I'immunité anti-tumorale dans la cancérogenése [39] ;
— les animaux étaient soumis a des irradiations pour
différentier les diverses cellules murines (progéniteurs
médullaires ou cellules tumorales). Ces irradiations
aplasiantes pouvant elles-mémes induire une mobili-
sation des progéniteurs médullaires.

Influence de la chirurgie
sur le microenvironnement tumoral

Influence de l'exérése de la tumeur

primitive sur le microenvironnement
métastatique

Sur la base des données expérimentales suggérant
que la tumeur primitive serait capable de modifier
le microenvironnement de la future lésion secondaire
en favorisant la mise en place d'une niche prémé-
tastatique, nous pouvons nous interroger sur |'effet
de l'exérése de la tumeur colique ou rectale qui
pourrait donc limiter le processus métastatique en

supprimant la relation entre la tumeur initiale et le
microenvironnement métastatique. Une étude majeure
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Figure 2. Niche prométastatique et exérése de la tumeur colique primitive en cas de métastases hépatiques synchrones. Lexérése
de |2 tumeur primitive (colectomie droite) supprime la possibilité de formation de niches prométastatiques et diminue le potentiel
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Figure 3. Niche prométastatique et exérése premiére des lésions hépatiques (hépatectomie droite) en cas de métastases hépatiques
synchrones. La présence de (3 tumeur primitive contribue au développement de niches prométastatigues et expligue en partie les

récidives intrahépatiques précoces.

a comparé, pour des patients opérés de métastases
hépatiques, |'expression des déterminants moléculaires
de I'angiogenése dans la métastase hépatique et dans le
foie adjacent, et ce pour trois situations cliniques diffé-
rentes : métastases hépatiques synchrones avec cancer
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du cdlon en place, métastases hépatiques synchrones

avec un cancer réséqué il y a plusieurs mois suivi de

chimiothérapie, et métastases hépatiques métachrones

diagnostiquées pendant le suivi [40]. Dans cette étude,

il a été rapporté que l'activité d'angiogenése traduite
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par l'expression du CD31 et CD34 est plus forte en cas
de métastase synchrone que métachrone, et ce dans le
foie juxta-tumoral par rapport au foie tumoral, sugge-
rant qu'en présence d’une tumeur colique primitive, le
parenchyme hépatique adjacent aux métastases est un
parenchyme favorable a I'angiogenése tumorale et la
croissance métastatique (figures 2 et 3).

Influence de 'hépatectomie
et de 'embolisation portale
sur le microenvironnement hépatique

Il est admis qu’une hépatectomie induit une régé-
nération hépatique accompagnée d'une angiogenése
physiologique [41, 42]. La possibilité que I"angiogenése
physiologique initiée au moment de la régénéra-
tion module le microenvironnement hépatique et ait
un effet délétére sur la croissance des métastases a
été étudiée dans plusieurs modéles expérimentaux
d'hépatectomie chez la souris [43-46]. Les résultats
sont hétérogénes voire contradictoires, 3 cause de la
diversité des modeéles tumoraux (modéles orthotopique
ou hétérotopique, cellules tumorales syngéniques, ani-
maux immunodéprimés ou immunocompétents, souris
et rats), des hépatectomies (majeure ou mineure) et
du moment choisi pour injecter les cellules tumo-
rales {avant, aprés ou pendant la réalisation de
I'hépatectomie). Un autre modéle de régénération
hépatique par embolisation portale a été aussi étudié
chez le rat, avec des résultats discordants [47, 48].
En pratique, I'objectif de I'embolisation portale est
d'accroitre le taux de résécabilité des patients ayant
des métastases hépatiques initialement non résécables
[49] en induisant une hypertrophie du futur foie res-
tant via une régénération hépatique. En théorie, elle
pourrait stimuler |a croissance tumorale des métastases
hépatiques, soit par I'induction d’une angiogenése phy-
siologique via la régénération hépatique ou soit par
une augmentation du débit artériel dans le foie embo-
lisé. Bien que cela n'a jamais été démontré dans les
modeles expérimentaux, I"administration de bévaci-
zumab pourrait altérer le processus de régénération
aprés embolisation portale mais les résultats ne sont
pas consensuels [50-52]. Cela conduit toutefois a dis-
cuter de poursuivre ou de reprendre rapidement la
chimiothérapie pendant que le foie régénére aprés
hépatectomie ou aprés embolisation portale.

Microenvironnement et stratégie
chirurgicale dans les métastases
hépatiques colorectales synchrones

Les métastases hépatiques synchrones sont retrouvées
chez environ 20 % des patients au moment du dia-
gnostic de cancer colorectal et posent une question de
stratégie chirurgicale quant a |'ordre dans lequel opé-
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rer la tumeur colorectale primitive et les métastases
hépatiques. L'exérése de la tumeur primitive en cas
de maladie métastatique synchrone reste une question
récurrente pour toute la cancérologie solide et toujours
non résolue a ce jour. Face a cette question, les straté-
gies sont variables d'un centre a un autre variant d'une
chirurgie en un temps (exérése de la tumeur colique ou
rectale et résection des métastases hépatiques) ou en
deux temps (avec foie ou célon en premier} [53-57].

En cas de métastases hépatiques synchrones, |'exérése
de la tumeur primitive nest souvent pas réalisée sauf en
présence d'une tumeur compliquée (obstruction, per-
foration ou hémorragie). Bien que le rationnel ne soit
pas clairement établi, certaines équipes préconisent
de réséquer les métastases hépatiques en premier. Un
argument discutable avancé en faveur de cette stratégie
est que le pronostic de ces patients serait conditionné
par |atteinte hépatique et que la priorité devrait étre
donnée a une résection premiére de toutes les |ésions
hépatiques. Mais, compte tenu que nous avons fait
I’hypothése que la tumeur initiale pouvait modifier le
microenvironnement hépatique, I'idée de recomman-
der une exérése premiére de la tumeur colorectale
en cas de métastases hépatiques synchrones afin de
diminuer le caractére permissif du foie pour le déve-
loppement des métastases est privilégiée. L'objectif
principal n'étant pas de mettre a |"abri le patient d’'une
possible occlusion digestive sous chimiothérapie mais
surtout de ne pas laisser en place « la machine a méta-
stases » puisqu’elle génére en plus un foie permissif.

Conclusion

Le concept de « niche prémétastatique », soutenu par
plusieurs études précliniques, suggere que la tumeur
primitive modifie le microenvironnement du futur site
métastatique afin de le rendre permissif au développe-
ment métastatique. Les cellules tumorales produiraient
des cytokines et des facteurs de croissance qui active-
raient le recrutement et la mobilisation de progéniteurs
endothéliaux médullaires, nécessaires 3 la néovascu-
larisation tumorale. Bien que la signification clinique
de la niche prémétastatique reste encore a étre définie,
une étude clinique d'importance majeure abonde dans
le sens de cette hypothése et apporte un élément de
réponse pour étudier I'impact d'une exérése premiére
de la tumeur colorectale primitive en cas de méta-
stases hépatiques synchrones. La signalisation entre la
tumeur primitive et le microenvironnement meétasta-
tique influencant la progression tumorale représente
une cible thérapeutique importante et un rationnel
fondamental pour discuter nos stratégies thérapeu-
tiques de prise en charge des métastases hépatiques
synchrones. ¥

Conflits d'intéréts:  aucun.
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Tumour progression and liver regeneration - insights from animal models.
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Tumour progression and liver regeneration
—insights from animal models

Chetana Lim, Francols Cauchy, Danfel Azouts)y, Oihier Fanges, Maxime Ronot and Marc Pocard

Abstract | Sungery remains the only curative trestrment for colorectal liver metastsses, For patients with multiples
bilobar spread, extended hepatectormy might b= required to achieve complete marginfree resection. In such
cases, portal vein coclusion has been developad to induce preaperative hypertrophy of the future remnant

liver and increass the resectability rate. Evidence now suggests that liver regeneration after hepatectormy and
portal vein occlusion has a proturnonigenic role, either through an upresgulation of growth factors and cytokines
ar by haemodynamic changss in the blood supply to the liver. Exparimental studies have reported a stimulatory
affect of liver regeneration on the tumaral volume of liver metastases and on the metastatic potential of calls
angrafted in the liver; this effect seems to depend on the timing of hepatectormy and portal vein ocdusion.
Huorweer, the variability of animal tumour models that ane used for ressarch in experimental colorectal liver
rmetastases might sccount for some of the inconsistent and conflicting results. This Resiew presents dinical and
experimental data pertaining to whether liver regeneration causes proliferation of tumouwr cells. We also analyse
the different animal modeks of colorectal liver metastases in use and discuss current controversies in the field.

Unkd INSERM LSS
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Iniroduction

Liver resection remains the only potentially curative
treatmment for colorectal Liver metastases. The majority
(~B0%) of patients with colorectal liver metastasis
display multinodul ar and bilobar tumaral imvobrement
at thee time of diagnosis, and are therefore deemed ini-
tially unresectable.! For these patients, portal vein occu-
sion is used to promate precperative hypertrophy of the
fuhire remnant liver and so increase the resactability rate.
However, portal vein ecclusion itself has been suggested

This Feview reparts the results obtained from animal
models vsed to investigate the effects of liver regeneration
on tumour progression, analyses how the regenerative
process might promote tumour growth and discusses
controversies in the field. The criteria for establishing
an ideal animal model for the study of colorectal Liver
mnetastases are also presented.

Tumour progression and liver regeneration

[Unksrskd Farls 7], to have a deleterious effect on tumour growth, Indeed,  Rationale

ol s clinical data now suggest that liver regenaration after  The Liver has a unique ability to regenerate almost to
Tanslatianalia, portal vein occhssion and liver resection could contribute  its optimal volume after liver resection. In this setting,
;ﬂéﬁﬂﬁﬂm to tumour growth, which, in turn, could contraindicate  the increased metabalic demands required for the liver
75010 Parks, France sirgery. These data also affera potential explanation for  remnant cont ribute to eady signalling everts that are
[C: Lim, M. Possard]. the intrahepatic recurrence of liver metastasis. associated with the onset of liver regeneration. Several
mu "I “mm A wide range of experimental protocols using animal ~ promitotic factors, such as cytokines and growth
Eilire ot models have been developed to investigate the inter-  factors, are activated and induce hepatacyte DNA syn-
L‘fmﬂ‘ﬁfﬂml actions betwesn tumour growth and liver regenera-  thesis and mitosis." These specific regenerative factors
Harii Mandor, tion. Liver regeneration is predicted to comtribute to might also promote the proliferation of residual cancer
zm:ﬁr:::;l T mor pmg;reminmj.mhme. wm..Fimt, upu.'eg:ulai.io.u oe]laiumeremmtlt?er?-'-" )

G010 Crékall, France of growth factors and cytokines might be reupo.us.lble ) ‘r'n"h.e:_l the future liver remnant is expected to be
[0 Amoutay). Saviade  for both hepatocyte and tumour cell proliferation.?  insufficient after an etended hepatectomy (defined as
g‘m“ﬂm'“'“' Sacond, an interruption of portal blood flow is associ-  <30% of functional liver volume with adequate inflow
————— ated with a redistribution in hepatic arterial flow,* which  and cutflow), precperative partal vein occlusion of the
Hipatigua [F. Cauaby, is the main route of vascularization of macroscopic  future resected liver is usually undertaken' to prevent
mﬂfﬂml liver metastases, especially when these metastases are  post-hepatectomy liver failure. Portal vein occlusion
:ummm&u !:I:I].B]J. [~2 -Sm:m].*‘m:dv_a.umgeumm_mm-ihy mtem:pt_a the p_curtal flow in T.h.ef!.ﬁurg resected terri-
Gdrungl Lackw, liver regeneration®" could trigwer metastatic growth of  toryleading to its atrophy, and triggering subsequent

G210 Chichy, Frarca.

dormant micrometasta ses -1

hypertrophy of the futwre liver rermnant.” Partal vein
occlusion can be achieved using either portal vein liga-

g e Tornpeting intorests tion or portal vein embolization. Here again, there is
mic.oeeo@nsemtr  The authors declars no competing inb=rests. increasing concern that portal vein eccusion might
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not only stimulate the proliferation of hepatocytes,
but alsa promote tumour growth,"™ Therefore, in
theory, liver regeneration after partial hepatectomy ar
partal vein occlusion could enhance the growth pat-
terns of micrometastases or stimulate the outgrowth of
liver metastases.

Mechanisms

Growith factors and cytokines

The expression of a large number of growth factors and
cytokines are upregulated within minutes after a partial
hepatectomy™-2 ar portal vein occlusion, ™ promot-
ing the restoration of normal liver mass or hypertrophy
of the nonoccluded liver, respectively, during liver regan-
eration. These molecules include hepatocyte growth
factor (HGF), pro-epidermal growth factor { EGF),
vascular endothelial growth factor A (VEGF-A), THE
IL-6, tumour growth factor p 1 (TGF-P1) and matrix
metalloproteinases (MM Ps). These molecules are pro-
duced by the different cell types in the liver (namaely,
kupffer cells, hepatic stellate cells and biliary epithe-
lial cells) and prepare hepatocytes for proliferation.®
Hapatic ellate cells, biliary epithelial cells, kupffer cells
and endothelial cells subsequently proliferate. These
molecules are also expressed in the majority of human
colorectal cancinornas™ and are reported to have a mle
in stimulating the growth of colorectal carcinoma cells
i vitro,® ¥ promoting cell survival ®

Haemodynamic changes

Haemodynamic changes are associated with partial
hepatectamy and portal vein occlusion and have a major
rale in the regenerative response. The liver receives its
dual blood supply from the hepatic artery (20%) and the
portal vein (B0%). Haemodynamic changes after portal
vein occusion are slightly different to those after partial
hepatectomy owing to the presence of the occluded
liver. However, the process of hepatic regeneration is
very similar after both portal vein ooclusion and liver
resection (Figure 1).

Following partial hepatectomy, it remains unclear
whether the modification of portal blood flow after Liver
resection correlates to the initiation of liver regenera-
tion. However, the portal blood supply is increased in
the rermnant liver, and hepatic arterial blood inflow is
preserved. 2 After liver resection, the increased portal
blood supply suggests that two different and com-
plementary mechanismslead tothe induction of tumaour
growth. First, the portal blocd flow contains cytokines
and growth factors whose marked increase in levels
might be responsible for both hepatocyte and tumour
call prolifaration, as described earier ™ Sacond, as “very
small’ micrometastasis or cancer cell clusters trapped in
timy portal branches are mainly fed by portal blood,™
the increased partal blood supply potentially stimulates
micrometastasis growth in the remnant liver lobes.

After portal vein occlusion, the liver can be con-
sidered as the association of two different parts the
occluded liver in which the dramatic decrease of
the portal blood flow triggers a compensatory increased
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Hey paints

= Clinical data suggest that lver reg=neration after partisl hepatectomy and
portal wein coolusion stimulates the growth of colorzcial liver metastases,
both in terms of metastatio recumencs and enhanced twumour growth

= Felevant animasl modsls ars neceszany to provide informistion on the
pathophysiclegical mechanisme linking lver rsg=nemtion with tumour growth

= An id=al arimal medsl should be an imm petart roderit with blishad
mudtiple bilobar lver metnstases ot thes times of hepatsctomy or portal wein
ooclusion, which reprasents the clinical siustion facsd by surgeons

» Fodent models have provided relishls evidencs that uprsgulation of croulating
Erowth factors and cytokines, ncreassd artarial blood s upply to the liver and
argiogzenesis have & role n pomoting the growth of beer metastases

= The mschanism linking liver regenaration after portsl vein socluzion with tumour

groewth is complex, and might vary drg o the ooclusion wck usd
Momal Iver
Epaoifia medanisms Rght hepatachomy Common rmechankbmes
Growth Tackors:
and gyiokines:
Haemzdynamio
Fight portal vain oockaskon changes
Angloganasis
romeasad artanal
blllndll.lﬂﬂ&;lnﬂ -—
szl uded Thvar

Flgure 1 | Common and spacic mechanisms of lver reganeration affecting turmaur
progression. Three comman mechanisms sffactng tumour progression afer poral
wain acciuskan and Iver rasection hiave been propcsad—upregulation of growth
factars and cytokines, alteration In hepatic Bood supply ard Iver=genaration-
Induced anglogenesls slmulating metastatic growth of damant micrometastasss.
Twa sp=ciic machanisme affecting tumour prograssion Include exiracelular matrix
remadellng after partlal hepatactamy and Increased artarkal blood supply In the
oociudad llver after portal vein cocluslon.

arterial perfusion (known as the hepatic arterial buffer
regponse™-"); and the nonoccluded liver, which is com-
parable to the remnant Liver after liver resection. In the
occlhuded liver, engraftment and tum cur growth might
be initially inhibited as a result of the reduced portal
blood flow and delayed angiogenesis.® The restoration
of blood perfusion resulting from the increased hepatic
arterial supply.®-*' and a massive induction of growth
factor epression might, on the other hand, promate
tumour growth, as macroscopic liver metastases are
mainly fied by the hepatic artery?* In the nonoccluded
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Table 1| Studies of colorectal Iiver metastases afer portal vein embaltzation Angjoganesia
| . L = After partial hepatectomy, liver regeneration is accom-

o= ?r‘"m'm NS U SN S - panied by intrahepatic angiogenesis,""* as represented by

P Embolizad Iver  Nonembolized iver increases in arterial and portal inflow to the remnant
Ellas o al (1990) 3 Progression NA liver and the microvascular architecture* Therefore, both
Kohado et o, (2001} 13 Progreasica New tumecurs tl:::: and portal ";ﬁlﬂ&mm M;%m:@:
Do s el 200N L L o cular networks during liver regeneration. Such events
Lindner et al. (2006]™ 39 Prpnasion N sugyest that a vascular step occurs in the regenerative
Pamecha at al (2000)™ 22 Progression NA process. Indeed, after a first period of hepatocyte prolif-
Hoekstra &t af. (2012 23 Progression New tumvurs eration, the amount of endothelial cells and the number

of hepatic vessels progressively increase from day 2 to
reach a restored microvascular network within 2 weeks*

Aoteeaaon: NA not applicsbic.

Flgure 2| Bllabar colorectal Iver metastases In a 72yearokd
man showing & tumoral voluma ncrease In both lbes after
portal vein embolzation. Contrastenhanced CT a,b | before
&nd ¢,d| 4 waaks aftar ght portal vein embolization. The
embollzation matertal comesponds to the lypersttanusting
endavascular ling (white amowhead in panel ). The tumour
volume Increasa ks clearly depicted In the ket Iiver lobe
(amows In parels B.C,. The post-partal vein embolization CT
scan also shows the occumence of a new lesion n sagment n
(dashed armow In panel ) and the presence of ascites.

liver, changes similar to those described in the remnant
liver after hapatectomy are to be expected.

Extracefiufar matrix remodaling

The dynamic balance between fibrogenesis and fibrolysis
mediated by MMPs are implicated in cancer cell migra-
tion. liver ion, MMPs (such as MMP-9
and MMP-2) are upregulated during the first hours after
hepatectomy and have an important rolein the degrada-
tion ofthe extracellular matrix.© These molecules have
been reported to be involved in colorectal cancer pro-
gression and liver metastasis.'* The breakdown of the
extracellular matrix in theliver and its resynthesis during
liver regeneration could promote tumour metastasis, as
tumour cells might detach and subsequently engraft at
other hepatic sites 424445

Asthe arterial flow isthe main route of vascularization of
liver metastases,** this latest phase of the vascular step
is therefore likely to promote tum our cell proliferation.
Similarly, restriction of the portal flow in the occluded
portion of the liver after portal vein occlusion might
also upregulate defence mechanisms such as heat shock
70kDa protein, beme oxygenase 1 or plasminogen acti-
vator inhibitor 1 in response to local hypoxia 3=«
These molecules are involved in promoting angiogenesis
and stimulating the growth of colorectal carcinoma
cells,“* and their production in the surrounding liver
parenchyma after portal vein occlusion might thus
contribute to tumour progression.

Clinical evidence
Tumour progyession
Clinical studies suggest that stimulation of tumour
growth in patients with colorectal liver metastases occurs
during liver regeneration.®*=-* Tumour progression is
predicted to occur in two ways—intrahepatic spread and
tumour outgrowth.* In practice, intrahepatic spread
increases the detectable tumour number and tumour
outgrowth leads to tumour invasion of crucial major
vessels, A number of hypotheses state that the enhanced
tumour growth after portal vein occlusion could be
explainad by the process of liver regeneration combining
cytokines, growth factors and an increased arterial blood
supply, as described earlier. By contrast, induction of new
tumours (which are therefore recurrent tumours) after
portal vein occlusion and resection suggest the presence
of dormant micrometastases that have been positively
stimulated by liver regeneration. However, whether these
new tumours are truly new tumours or occult lesions
that were already present, but not detectable by conven-
tional imaging, before portal vein embolization or liver
resaction rem ains cont roversial

Tumour growth (and therefore intrahepatic recur-
rence) after liver resection might also be explained by the
combination of several confounding factors, such as
the absence or limited standardization of staging tech-
nique before surgery, positive resection margins and
the aggressive oncologic features of the disease. Table 1
summarizes relevant clinical studies reporting the pro-
gression of colorectal liver metastases after portal vein
embolization. In most of these studies, the volume of
liver metastases in both remnant (nonembolized) and/or
embolized livers increases after portal vein embolization
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(Figure 2).2** [pterest ingly, one series of five patients
(including three cases of colorectal cancer) who under-
went portal vein embalizat ion showed that the growth of
metastases was more rapid than that of the surrounding
parenchyma in the nonoccluded liver® Similar results
were reported in a comparative series of 28 patients
with colorectal liver metastases, which emphasized
that portal vein embolization was associated with an
increased rate of tumour growth, increased occurrence
of mew tumors in the fubire remnant liver and increased
recurrent tumours after resection when compared with
patients who did not undergo portal vein embaliza-
ticn.* However, the results of these studies should be
interpreted with caution because of the numercus biases
inherent to retrospective series, as well as the limited
nmber of patients studied.

Dropout after portal wein occlusion

In clinical practice, patients with bil obar hapatic meta-
stases can undergo a two-stage hepatectorny. The first
step comprises clearance of the hepatic lesions in the
future remnant liver and ligation or embolization of
the contralateral portal vein; the second step consists
of the resection of all residual metastases.™ Howewer, a
dropout rate from such strate gies is consistently observed
and has been reported to occour in as many as 35% of the
patients with colorectal liver metastases. ™ On the one
hand, approximately one-third™* of these patients do
niot qualify for resection because of portal vein acclusion
technical failure, including insufficient hypertrophy™ and
complications related to the occlision procedure itself
On the other hand, two-thirds of these patients dropout
as a result of substantial tumour progression,™ thereby
precluding reasonable oncologic resection. Above all, it
has been suggested that the high dropout rate after portal
vein occlusion is associated with abysmal long-term
outcome, worse than that observed in similar patients
undergoing chemotherapy alone.™

Strategies to reduce the dmpout rete

Reducing the dropout rate after portal vein occu-
gion could be undertaken using two complementary
approaches: preventing tumour progression during
the regenerating period and emphasizing liver hyper-
trophy. Even if routine use of che motherapy does not
systematically guarantee a reduced rate of progres-
sion after portal vein occlusion,® several sudies have
established that traditional regimens containing comli-
platin and irinotecan do not impair liver hypertrophy
after portal vein occlusion® and thess regimens could
therefore be safely used during the regenerative inter-
val. By contrast, the effect of targeted therapies on liver
regeneration is more controversial. Aussilhou et al =
reported that bevacizumab could impair hypertrophy
ofthe fuhire remnant Liver after partal vein occlusion in
preparation for major hepatectomy. In contrast to these
findings, Zorzi ef al®* found that precperative chemao-
therapy with bevacizumab did not affect liver regenera-
tion after portal vein embolization, conduding that liver
resection could be performed safely in patients treated

REVIEWS

Table 2 | Compansan of the partial nepatactomy and portal vein acclusion models

Characteristics Partlal hepatactamy Partal w=in occluslon
Technbque MInor or major hepakechomy Emisolization or ligation
apcordng 1o the number of Iver
Tobe=s ressched
Reproduciilky Ensy to parfom Technicaly demarding
Anlmals Mous= and rats Mor= practizal In rats

Eharn mikce

Time of Injscion Ims
portal wein or splesn

Analysis of bumour osl
profferstion

B, during or after e
proceduns

Remnant portion of the liver

Before or during the
proceduns

Both cocluded and
rioncosluded portion
iof the Ihe=r

o 1| Critadls for snimal models for studying Iver regenseration ard turour growth

= The model shoud mimic all asp=cis of the metaststic devslopment in bumans

= Th= id=al rodel should ke immuncoompstent snimalks with sstsblished lver
micrometasteses, multiple bilobar heer metnstases at the time of hepatectamy
ar portsl vein aoclusion, which repressmts thes clinical situstion fsced by surgsans
Th= model should mimic the human tumowr miocersionment

&n orthiotopic model is supeior bo suboutsrsous modsks of Fesr msi st &
itadequately reflacts the interactions betws=n tumour cells and micoersironment
» Orthotopic models of colors otal lier metastases are cbimined by injeoting
tumour c=ls either into the spleen or the portal vein for bikobar mecmscopic

and micromestastass s, or directy undsr the capsuls of the liver for unilobar
maommsinstases

Orthiotopic injsction of tumaour cells ini the cazcal wal is l=ss oftsn ussd, as the
fomation of var metastases is unprediciable

Th model should be inexpensive and sasy to manipulate, and adsquats in terms
of ethical considemations

with bevacizumab before portal vein embalization.
(Orther interval therapeutic strategies, such as associated
radicfrequency ablation™ or intra-arterial chemotherapy
imjection,™ have shown encouraging results in prevent-
ing tumour progression during the regeneration period.
However, as none of these findings have been validated
in large series, their routine use in clinical practice
cannot yet be recommended.

Several strategies aimed at further enhancing liver
hypertrophy after portal vein scclusion have been
described. The first study by Hwang et @l * reported that,
in aseries of nine patients, precperat ive sequential appli-
cation of portal vein embalization and hepatic vedin embo-
lization could be safely performed and seemed effective
in facilitating comt ralateral liver regeneration by inducing
mire severs liver damage than portal vein embolization
alane. In 2012, Schnitzbaver and colleagues™ reported
that combining right portal vein ligation and n sifte
splitting provided marked and rapid hypertrophy of
functional liver tissue. This strategy enables the time
imterval bet ween first-step and second-step surgeries to
be reducad, thus, theoretically, preventing tumaour pro-
gression. However, the observed impressive hypertrophy
as a consequence of additional i situ splitting seems
to challenge that which is oheerved after traditional
portal vein occlusion. OFf note, this approach, which is
now commonly known as the ALPPS (associating liver
partition and portal vein ligation for staged hepatec-
tomy) procedure,® could enable curative resection of
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Ellobar Iver rsbasbanss

Flgura 3 | Theoretical basls for a rat model of colorectal lwer metastasls for studying iverreganeraion-associated tumour
growth. Experimental models of colorectal Iver metastasls that use orthotaplc Injection ar Implantation of tumour tssue o
cells Into Immunacompetent rats optimally mimie uman tumour pathogenesis and effactively mimic the clinkessl stuations
faced by surgeons. a | A model of disseminated ard bickar Iver micrometasiasas was establlshed by Intraportal ar
Intrasplenic Injection of colon cancer cels. b | & model of single [Iver macrometasissls was established by subcapsular
Injecton af umour cells or Impantation of tumour issue. ¢ | & model of bllbar Iver metastases InCluding one single
macfometastasls was established by saquential Intraportal (or Infrasplenic Injection) and subcapsular Infections of tumour
cells. ™ The left llver Includes the madlan and the left obes; the right e Incudes the suparor and Infardor lbes. The madlan

and left lobes account Tor 706 of thetotal Ilver volume.

marginally resactable liver tumours or metastases in
patients who might otherwise have been regarded as
unresectable, Mevertheless, several clinicians have raised
concerns that such rapid hypertrophy could parad eo-
cally promote tumour progression and jeopardize the
oncologic outcome of these patients. Future shadies will
be needed to address theses controversies as well as to
provide confirmation of the positive preliminary results.
Finally, strategies that are undertaken to fiurther accen-
‘tuabe liver hypertrophy, such as sequential transarterial
chemembolization and portal vein embolization for
patients with hepatecellular carcinoma®™ or bile duct liga-
tion,™ even if appealing in theory, cleady lack validation
in the specific sstting of colorectal liver metast ases.

To conclude, even though data have provided some
support for the hypothesis that tumour progression
occurs during liver regeneration and leads to patient
dropout before resection, various confounding factors,
such asthe absence or limited standardization of staging
techmique bedore surgery, positive resection margins and
the aggressive oncologic features of the disease limit the
walidity of the findings. As controlled clinical studies

comparing the two procedures with control patients are
unlikely to occur owing to the ethical issues of giving a
sham aperation to patients, additional animal studies are
urgently needed.

Expermental models of Iver regenaration
Madelling liver regeneration

The best-characterized and most studied experimental
model of liver regeneration has been a two-thirds partial
hepatectomy in rodents (Table 2). The attractiveness
of this model is based on three main attributes. First,
the modal is comvenient to use, is accessible and has a
relatively low cost when compared with other animals.
Second, it enables efficient and rapid liver regenera-
tion asa consequence ofthe proliferation of normally
quiescent hepatocytes; indeed. original liver mass
regtoration occurs within ~ 7 days." Third, the modal has
high levels of reproducibility and relevancy, considering
the absence of injury to the remnant liver tissue, which
minimizes potential confounders bias in the interpreta-
tion of whether the induced signals are specific to the
regenerative response it salf.™
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In practice, most shadies have been performed in rats
because they are larger than mice and hepatectomy is
technically easier. In a rat model of liver regeneration
after partial hepatectomy, two of the four liver lobes are
removed, which represents ~two-thirds of liver weight.™
To achieve the same result in mice, resection of four of
the seven liver lobes is required ” Traditionally, partial
hepatectomy is classified as major or minor resection.
In rats, major hepatectomy consists of the resection of
the left lateral and median liver lobes (representing 70%
of the liver volume),™™ whereas minor hepatectomy
is the resaction of one lobe (accounting for 3 7% of the
liver volume).

Experimental models of liver regeneration induced by
portal vein occlusion have also been extensively used to
investigate regenerative mechanisms; these modals have
proven to be comparable with those used tomodal partial
hepatectomy.™ Here again, rodents have also been shown
toboth practically and relisbly assess the effects of portal
vein ligation and embelization on hypertrophy of
the fuhure remnant liver. ™™ Although the anatormy of the
hurnan and the rodent liver are somebow different (that
is, four lobes in rats, seven lobes in mice and eight seg-
ments in hiumans), it is technically possible to creats an
axperimental model that is clinically relevant. The
human right liver accounts for 0% of the total liver
valume, which is approximately the same proportion as
the left liver in rodents® Animal models have therefore
been based on the occlusion ofthe left liver, which leads
to the exclusion of the same hepatic territories as thoss
which are resected during partial hepatect ooy ™

Rabbits® and minipigs"* hawe also been used to imves-
tigate hypertrophy and liver regeneration induced by
partal vein occlusion. Yet, these models did not mest
all the required criteria for an animal model of liver
metastases (that is reproducibility, practical and ethical
considerations, and cost-effectiveness).

The ideal model of colorectal liver met astases
An ideal animal tumour model should be an immuno-
competent rodent with established multiple bilobar liver
metastases at the time of hepatectomy or portal vein
occlusion, which represents the clinical situation faced by
surgeons ( Box 1). An orthotopic model is superior to a
subcutaneous xenograft model because the former repro-
duices, as closely as possible, the key bialogical behaviours
of human colorectal cancers including haematogenous
dissemination of colorectal cancer cells through the
portal vein and all agpects of the metastatic development
(from micrometastases to macrometastases). However,
establishing high-quality arthotopic models is techni-
cally more demanding. Models of liver metastases using
aither immunodeficient or immunecompetent rodents are
usually ohtained by injecting tumour cells either into the
spleen, the portal vein for bilobar macroscopic and micro-
metastases or directly under the capsule of the liver for
unilobar macrometas ases (Figures 3.4). These procedunes
are efficient and practical because they consistently
produce liver tumours within ~ 1 month. By contrast, the
farmation of liver metastases after the injection of tumour
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Flgura 4 | Thearetical descripian of a stepwise model for studying the Influencs
of parial hepatactomy on colorectal Iver metastasas growth. a | To study the
Irfluenca of [iver regenaratian on tumaur valume of already presant colonctal ver
metastases, a model of blkakar micrometastasss was establlshed by Intrapartal
of Intrasplenic Injection of tumour calls Irto Immunccompatant rats. Macroscoplc
dssaminated nodules were cbtalng d for 2-4 weeks, Partial hepatactomy of 70%
of thietotal Iver volume (resection of the median and kit lobas) was parformead.
Approdimately 7 days later, the mica showed evdance of the fghit Iher kbes
mgeneration and & greatar tumour volume than shamHhepetectomized mice.

b | To study the Influgnce of Iver regenaration on the metastatic potantial of mear
cells engrafted In the llver, a model of 70 parial hepatactomy weare perfommed
before or &t the same time as Intrasplenic of Intraportal Injection of tumour cels.
Several days later, the mice showed evidenca of the right Ier lobss wlume
Ircreass and mane Iver metastatic nodules than shamhepatectomizad mica.

cells in the cascal wall i unpredictable,™ and & therefore
used less frequently. The tumoral model described by
Magyiori & al ™ mimics, as clossly as possible, theclini-
cal situation of a patient with bilobar multiple liver metas-
tases, including a right liver metastasis and a left liver
with both macrometastases and micromet ast ases. In this
mdel, a single macroscopic liver metastasis was obtained
Iy direct injection aof turnour cells under the liver capsule,
and multiple bilateral liver metastases were induced by
intraportal injection of turmour cells.

In sammary, these two models of partial hepatect ommy
and portal vein occlusion are relevant to assess tum our
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Tabia 2 | Aodent madels of partial hepatectammy assaszing tha cutgrawth of colonectal ver metestasas

Riodant Inoculation site Type of Deday bebsaen Criterla to asse5s Comments Study
{coloncancarcell  hepatectorny  hepatectormy and tumour growth
line) tumaLr cell Injection
ECAX rats  Irkraportsl T PH B wesks after Mumber of rats with Uridetectable ver micromeiasiases Fanis & al
{DHDK 12) Injection® iz nos ool Iver might hawe been present ot 8 wesks [1o@2™
ekt pes after injection and might heses been
12 weeks after stimulabed by Iver reg=n=mtion®
Inj=ction
CBAmics  Irtrasplenic TOW mnd 30% e tims or Tumour o bame st Ircremse In bumsour growth oooured Hamn &t af.
{MCCH] FH 5 s befors 21 days fler TO%% PH, when the Iver metastases  [2007)™
Injectian wers Induced O days aftert
"WAG etz Irkraportsl {CCEE1)  TOM and 30K Sametime Humber of Iher Tre rasrber of metaststic nodulss was Eloober
FH metastases and liver  increased afer 3% and TO% FHY atal
welght 4 weeks afler  Liver weight Increassd afler T0% PH [199m)™
Inj=ction
WG rats Suboapsular Aght TO% PH Eame time Liver ard tumaur Enhanced tumour growth In the remnank D Jong
Iobe [CC53) welghts 3 wesks Tver afler FHY wtal
aft=r injsction [1ogE™
Huds Irkrahepatict 20% PH Same time Tumicaur wobame & 309 PH stimulabsd tumour growth Rashidi
mice middis ok 30 days Iri the lhesrd (1414
{Co-3 and ACIBOE) [1ogay
EALEfc  Irkmsplenio (CT-20)  70% PH T days afterinjsclion  Marphometio Akhough rict statistically sigrinicant, Heirrkch
mice analysis ratio of iumour growth afer PH decreaseds atal
tumournormal liver TG4 (seorsied by bamour cells] might  [2008=
on HE slid=s of hstem mn ardbmibogenic s fsct on
specimen ot 14 deys  hepsbooybes
T MelEstEsas. Yln o 15506 wer Tan splmied nt il vr. with iumour growrh in shan opergiad animels.

* Hopaiscioaty was parfamod In rais Wi Undetesiahia mecTscop
Abvistare: HE, hasmairayin and acsir; PH, rarial hapstoziomry, TAF-A., Amoar grosth faziord 1.

growth during liver regeneration. In such a setting,
immunocompetent rodents reflect the normal immune
status of patients with colorectal liver metastases and
enable the study of the natural history and treatments
of liver metastases. Subcapsular as well as intrasplenic
or intrapartal injection are reliable models and provide
the most accurate fn wvo experimental model of the
developrent of liver metasta ses.

Surgary and tumour prograsslon

Partial hepatactamy

Qutgnowth of Mver metastases

Multiple experimental studies have reported the efiect of
partial hepatectommy on the growth of already established
liver metastases or the ocourrence of new liver lesions
in rodent models {summarized in Table 3), Mramem-r
Maost of these resulis reflect the effect of liver regenera-
tion on metastatic potential and tumour implantation
rather than on the growth of micmo metastases, as partial
hepatectomry was performed either immediately after or
before tumour implantation.

The degres of partial hepatectormy has been described
as an important factor for tumour growth, Experimental
evidence suggests that the degree of hepatectomy is
carrelated with the incidence and imensity of tumour
growth, ™ Indead, these mdents had a markedly higher
percentage of praliferating tamour cells after resection
than the control rodents {animals undergoing sham
operation). This finding could probably be explained
by the fact that a larger hepatectorny (that is, two-thinds
rather than one-third) potentially leads to the produc-
tion of increased levels of growth factors and cytokines

to restore the liver to its functional size™* Additionally,
one study reported that induction of tumour growth
occurred predominantly during the Late phase of Liver
regeneration.™ In this study, the percentage of liver meta-
stases was considerably higher in the resected mice group
than in the sham-hepatectomy control group, when liver
mitastases were induced 6 days after partial hepatactormy
(major or minor). By contrast, no statistically significant
difference was obsarved between thess groups when liver
metastases were induced immediately after liver resec-
ticn. Possible explanations for these findings include: the
expression ofliver regeneration factors such as MMPs
(mentioned earlier), which have been reported to be
upreglated in human colorectal liver metasta ses;™ and
the fact that these factors are released late during the
process of liver regeneration.™

Induction of new lesions

In contrast to the outgrowth of already established liver
metastases, 8 positive stimulation of liver regeneration
after hepatectomy on the growth of undetectable micro-
scopic ‘dormant’ liver metastases was reported in only
one study.” In this study, a model of bilobar multiple
colarectal liver metastases was first induced by injec-
tion of tumour cells imto the portal vein of rats. Rats
with no macroscopic liver metastases were divided into
thres groups & weeks later: control group (n= 15), surgery
group {animals undergoing 70% partial hepatectomy,
1= 13) and ciclosporin group {10 mgfkg per day; #=15).
Tumour growth was assessed at 12 weeks (4 weeks after
hepatectomy) after the injection of tumour cells. The
researchers showed that 62% of rats in the sungery group
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Tabie 4 | Rodant models of portal valn cocluskon as5es8Ing the outgnowth of colonactal Iver metastases

REVIEWS

Rodent Imooulatlon stte  Type of portalweln  Delay betwesn  Criterlato assess  Tumour growth Shudy
{colon cancer ocdusion (% of occluslon and  tumour growth
o=l line) Inftial Iiver volume)  cel Injection e N
EALEfz Subcapsular ieft Ugstion of portal Same dme Analysls of tumour  Tumour growth was reducesd  NA Hoimar
mice Ihe=r lobies: weln 1o medisl and wolume on HE durireg the first 7 days, bk ebal
o126 lek |ateral lobes sides of specimen  increased by day Z1* [20Ca ™
(T This findirg, was =xplained
by the rscovery of blood
Ticaw by the hepatic srberisl
respones and roreassd
anglogznio growth facor
=xpression
ECIX Imtraepatic = Embolzation of =k T days after Analysls of tumour  Tumour growth was Ha& Eiretagnol
rats medial Iver kb mesdal and labersl Insctizn wolurm= on HE dmcremzed In the ambollzd wtal
[OHOK 43} lobes [TOR) sldes of specimen  lobesd {2001y
EDIX Intranepatic st Ugation and 2 days after Analysls oftumour  Tumour growth was Tumour growth was  Maggion
rats dey O Irkraportal - =mbollztion of Inirahespete wolurm= on HE stoslergied In oocluded aocelErated In wtal
ot day T portal wsinito medial Inpscbion sldes of speoimen  lobes after igation? nonoocludsd kbes (20117
[DHOK 12} and lab=ral lobes afber ligation and
(T embal teatian
EALEfe  Intraportsl Ligatian of portal T days after Analyels oftumour  Tumour growth was NA Sakal
mke [CT28) weln o median and  Injsction wodurm= on HE miarksdly scoslensted In whal
Ik lateral lobes sides of speoimen Igabed lobesk (200
(T
EALEfc  Imtrasplenk Ugation of portal T deys after Analysls of ratio of  Tumowur growth was subsbsntialy Inores ssd Helnrch
mice: [CT28m welnio median and  Injsction tumour:nomal Iver  after Igation® ctal
It |ateral lobes on HE slides of Ko data avallable rsgarding the tumour growth (2000
{ TN sp=cimen Iri the oooludsd snd nonocoluded Ihver lobes
#Madad of bl char mariasizses wih @ dngh mamonaizsizes. *ompardw ih e comind group [sham- i :HE, and easin; Hi noi awailahla.

and 80% of rats in the ciclosporin group had macroscopic
liver metastases cornpaned with 20% of rats in the comtml
group. Thus, the authors suggested that early recur-
rences within the rernnant liver after major hep atectomy
conild be explained by the presence of dormant micro-
metastases that are stimulated by Liver regeneration and
cicl osporin-induced immunosuppression.

Partal vein occlusion

In the climical setting, the question still rernains as to
whether a two-stage approach to remaove tumours in
the nonembaolized liver lobe during surgery is justified.
Indeed, tumour progression after portal vein ocdusion
could occur either by induction of new metastases in
the nonocchided liver (the future remnant Liver) or an
increase of tumour volume in the cocluded liver.

Ouegrowth of fver metastases

The influence of liver regeneration on the tumoral
response in the occluded liver seems to vary accord-
ingto the occusion technique. Embolization leads to a
reduction of tumour growth volume,” wherea s ligation
leads to an increased tumour volume. "™ These con-
trasting results might account for the different haemo-
dynamic portal flow changes, as described earlier.
Indeed, ligation could induce the formation of early
porto-portal collateral vessels; this phenomenon is
less likely to ocour after embolization than after liga-
tion.® An increase in blood supply through these col-
lateral vessals might enhance tumour growth. In the
case of portal branch ligation, an initial inhibition of

the implantation and growth of tumours during dayss-18
after injection was suggestad to ccour, which was then
fallowed by a delayed acceleration of tumour growth.™
This hypothesis is probably a consequence of both early
inhibition of tumour growth related to the restriction of
partal blood flow and late accelaration of growth afterthe
campensatory redistribution of arterial blood perfusion
to maintain the total liver bloodflow. This latter result
has been corroborated by the study of Heinrich &t al™
inwhich the growth of liver metastases was substantially
increased after portal vein ligation when compared with
sham-operated mice. In addition, this study suggested
that the growth factars and cytokines expressed during
liver regeneration are predominantly acting locally as
neither portal vein ligation nor hepatectomy increased
tumour growth of lung metastases.

Induction of new lesions
Multiple experimental studies have reported the influ-
ence of portal vein coclusion on tumour growth (sum-
marized in Table 43,77 Al of these animal modes
were induced with tamour cells before or during portal
vein occlusion. Both of the techniques (that is portal vein
ligation or portal vein embolization) markedly increase
tumour growth volumein the nonoccluded liver.™

In conclusion, several rodent models of partial hepa-
tectomy and partal vein occlusion have been testad to
assess how new liver metastases impl amtation or growth
of established liver metastases are influenced by liver
regeneration. The extent of partial hepatectomy seams
to be an associated factor involved in tumour growth.
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The delayed acceleration of tumour growth in the
occluded liver after portal vein occlusion could have
potentially negative consequences in practice, including
the risk of contraindication of liver resection and the risk
af & bad oncologic prognosis caused by tumour gpread-
ing. However, whether liver regeneration is associated
with progression or regression of tumour cells in these
experiments remains controversial. The heterogeneity
inthe design of animal models as well as the different
timing of hepatectomy or occlusion of the portal vein
before or after administration of different tumour cell
lines could affect the results obtained in these shadies.

Emerging concepts

Mew approaches have been developed to enhance liver
regeneration in response to different types of liver injury
caused by drugs, toxins, resection or acute viral dis-
eases. ™ Progenitor cell therapies using transplantation
of bane-marrow-derived cells, such as hematopoietic
stem cells, mesenchymal stem cells or endothelial pro-
genitor cells, have shown promising results in animal
models. Although the dinical use of thess bone-marmw-
derived stem cells for repair or regeneration within the
liwer is still scarce, one prospective clinical paper from
2012 suggested that these cells could enhance liver
regeneration after portal vein occlusion.® Monetheless,
studies have also reported the potential risks of tumour
growth when using these bone-marrow-derived stem
cells.** The future of developing stem-cell therapies,
ar indeed targeting siem cells themsebes in Liver metas-
tasis is likely to require a more thorough understand-
ing of the relationship between liver regeneration and
tum our growth.
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Conclusions

‘Compelling evidence indicates that liver regeneration after
jpartal vein coclusion and liver resection promotes tamaur
progression in pat jents with colorect al liver metastases,
Thus, the clinical concern remains as to whether a two-
stage approach for patients with multiple bilateral colo-
rectal liver metast ases is justified. Animal models of partial
hepatectorny and portal vein occhision have contributed to
our improved underst anding of the influence of liver regen-
eration on tumour progression. From the rodent models
described in this Review several features are clear. Animal
models that mimic the clinical sitation faced by surgeans
are requited to provide information of pathophysiologi-
cal mechanisms undedying the association between liver
regeneration and tumour growth, Moreover, although the
emact mechanisms are still unclear, liver regeneration might
not cnly stimulate tumour outgrowth, but also induce the
activation of dormant micrometasta ses. Thess features
sugpest that the indications for portal vein ooclusion should
remain strict, and reserved only for patients with objective,
initially monresectable liver metast ases.

For thiz Review, we used our collsctions of publishad
articles related 1o liver reagen=ration and tumour
progr=ssion. An additional ssanch for rdevant articles

was perfommed in PubMed. The ksywords ussd wers “liver
regereration”, ool I, “ler ", Mumor
growth”, “tumiar progression”, “portal vein smbaolization”,
“portal vain ligation”, “hepatsctamy”, and "lier ressction”,
alon= and in combination. All articles idsntified wers English-
larguage, fulltest papens. 'Wa abo ssanhed the refersnoe
stz of iderithsd studies for further relevant papers.
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Annals of Surgery. 2016 263 (Lettre a I'éditeur)

Infusion of CD133 + bone marrow-derived stem cell after selective portal vein

embolization enhances functional hepatic reserves after extended right hepatectomy.

Lim C, Audollent R, Pocard M, Azoulay D.
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Lerter 10 THE EDimor

Infusion of CD133+ Bone
Marrow—derived Stem
Cell After Selective Portal
Vein Embolization
Enmhances Functional
Hepatic Reserves After
Extended Right
Hepatectomy

T the Editor:

e have remd with great interest the

articke by am Esch et al, Gded “Infu-
siom of CD1337 Bone Marmow -derived Stem
Cellk After Selective Portal Vein Embaolizs-
tion Enhances Functiomal Hepatic Reserves
Afier Exended Right Hepatectomy.”! This
siudy presents the therapeutic application af
hame masrmow-derived sem cells (BMSCs) in
humams with the mient o enhance hepatic
hyperirophy hefore major hepateciomy. The
amithors compared the impact of portal vein
injection of CDN3T™ BMSCs after portal vesin
emhalisation FVE + BMSC) with PVE
alone on liver regeneration of keft liver neme-
nant {gments IV before extended right
hepateciomy for mostly malignant tumaors.
They reparted a signi ficaniy greater increase
in the future remnant liver vwolume at posi-
aperative days 14 after PVE in ghe PVE +
BMSC group than #hat in the FVE group,
which allowed curative resection in 85% af
patents (W11 in PVE + BMSC and &11 in
PVEL The results of this study are very
promisng; however, the following painis
must e addremed

Farst, the foosmall remmnant liver is the
fimt cause of hiver fadlure, which &, m wm,
the fimst canse of postoperati ve mortal ity after
liver mesection.* PVE has heen demoms trated
tohe asafe and efficient methad for mducing
sufficient hy pertrophy of the future remmant
liver and o overcome this major compli-
catiom.” However, omimoversy remains s
ta homw 80 imitiate and emhance liver regener
atiom in patiens i whom PVE almne is
imsufficient  (disease pogression limating
the waiting penod after PVE, diahetes
mellituz, underlying liver disease, prolonged
chematherapy).

Second, the contrbution of BMS s in
liver regemeration & a seductive concepi
BMSCs have been shown experimentally to

Disclocare: MNose of dhe aubos b ey scume of
Timuling oo cewy oot i of pe sl conflo of
e ehanl o dhe e

Copaight © I015 Wolirs Kuwer Health, lac. AR
gt mervel

155N, D045 48 0508 T

DXL 00 O R, DD IO DO O

edd | wwwannakolurgeny. com

participate in liver regeneration both after
liver resection and of the liver graft after
amthomopic liver transplantation . Initial trans-
btiona] studies have estshlished the safety
amdd feasibility of direct adminismation of
BMSCs, rather than demsmstrating efficcy
in enhancing liver regeneration in acute and
chronic liver disease * However, the mech-
amismes by which BM5Cs conribute © hep-
amcyte proliferation or o liver repair remain
unclear. There is curendly neither proof of
omcept nor validsted animal model dems-
imsirating evidence for the participation of
BMSCs inenhancing liver proliferation after
PVE

Third, in ow experimental smdies,
we hypothesired that the mechanism by
which BMS5Cs may repopulate the regener-
ating liver afier PVE, which represents a
stimulus for liver proliferation af nonemhbal -
izex] liver, is angiogenesis. An giogemesisplays
an imporant role in reskwing liver function
afier hepatectamy” and can be induced by
several hepatic smesses, =such as hypooa.’
O hypothesis was further supported by the
cimervaton that in animal maodels ofischemia,
circulating  endothelisl  progenitors  cellks
incomrated i sies of active angio genesis
Comgroent with the ohasrvation that angioe
pernesis resmbing fom ischemia in the
occhided liver lobes.® concomizmt with endo-
thelial progeninns cell mobil ration, mary be
ammiciaied with 3 mere regenerative liver. We
e e this hypothesis in arelishle rat maodel
af mesenchymal stem cells via poral vein
adhministrati on mixed afer PYE (1o evaluse
the potential risk factors that neesd o he con-
sidderexd hefore the clinical application: safey,
effectveness, different meode, amount of
volume of tssue infused and sie of admdnis-
fration {portal, hepatic arery, or edopic site),
rate af complicatins (hemorhage, thromba-
sis i, and hepatic engofiment; (2) to evaluste
the impact af mesenchymal stem cell admin-
istration in evhancing liver repeneration
afier PWE; and (3) to hetier undersiand the
malecular pathways of interaction hetween
mesenchymal stem oells and hepatocyies
{chata ot yet published).

Fourth, the potemtial risk of tumaor
grawth by tumor mi croenvironment, BMSC
imeractions, and passibly by previous maodi-
ficatiem of the premetastatic site hefore can-
cercells amival keads o the emergenc eof the
cmcept of the premetasatic niche. " Henw-
ever, it has ako heen reported that tumar
progression can ooour afier PVE alne m
embalized and nonembalized liver lobes '
We have shawn that the injection of BMSCs
i a mouse tail vein enhanced the meta-
safic progression i an orfioopic murne
mede] afliver metastasis with a sigm ficantly
greater number of mico- oF mMacOmeta-
stases (56% vs AME m the PBS group;

P < 00050 P Insddition, we found by immau-
naflucrescemt staining af cut liver spec imens
that BMS Cs kcaliced 1o ghe tumer invasion
from and colocalized with endothelial
cells. Even if the amthors reported that the
local recwrence amd the ocowrence af
disam metastses were alike among the 3
groups, there is a theonetical ratiomale for
supporting this rsk and @ shoukd not
be averkoked.

Fifth, the suthors reported no proe
cedwre-relaied complications  with  the
ileacolic canulbsdion with apen bparotomy.
In our exiensive experience, we have dem:-
ommed tht a temsheptic ipsiateral
partal vein approsch i widely feasihle”
Himwever, the potential risks of portal vein
inmjection of cells have not been well charac-
terized Bucher et al'” reporied that the
percutnesss appraach of islet tansplan-
tation was maore significantly amociated
with increased merhidity (thrombosis and
intra-zhdominal hematmma) than the lapa-
oy approa ch, imespective of the volume
of tissue infused.

In conclwsion, akhough PYVE remains
an effective procedure both o induce Tiver
regeneration and o moresse future remmani
liver wolume, thiz smdy reponed for the
first time that the therapeutic application of
BMECs in humans with the intent toemhance
liver regemeTation processes was af lest sfe
amd did nat complicate ver resection. VWi are
curenily experiencing a wave of enthusizsm
for climical trizks in which stem cells ane used
o enhance liver regemeration for a vaniety af
dissases, hased on promdsing results in ammal
mexlels and initial translat onal smcies. Heow-
ever, we should not overlook some essential
pecautions and carefully reanalyze bath the
risks and potential henefits to patients.
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Reply:

e would like to thank Dr Lun and

caauthars for their valushle comments
and suggestions an our movel concept of
aumbgous CD 133+ bone marmow sem cell
(BMSC) application ®© promote liver pro-
liferation subsequent © portal venous embo-
Tization (PVE)'

First, we agree on the necessity for
new stategies © overcome the problem of
insufficien future liver remnant volume gain
after PVE. Panalkel 1o e concept of thera.
pewtic wilization of BMSCs, ™= we were
recendly ahle to present a second strawegy
to gain suffickent prospective iver remnant
volume hefore surgery in cases of msufficient
PVE responders.” In hat regard, we demon-
strated early experence with a modulated
surgical technijue of misgmentecomy as
a 2.stage resection approach with in situ liver
tranmection along $ie falcdform ligament and
complet partal solation of all but liver
segments I1 and 1L In selected cases, an
adequate future liver remmant volume was
reached before the second swgical step
resecting the exended right liver bobe. We
believe that bath concepts will reach accept-
ance with $he right inclusion critenia wilized.

Second, athough mechamsms, how
BMSCs conmibue o liver regeneration is
ill widely unexplored. We recendy pub
Ished preclinical data on erapeutically
adminitered CD133+ BMSCs to promos
hematocyte proliferation afer R resection,
a5 demaonsirated by significant increases in
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Ki6i7 exy A In addition, we demon
srated $i2t EcoNTPDasel (CD39) on
CDI133+ BMSCs ply a sigmficant role in
that comtext. However, we do agree o the

liver reg after liver resection (unpub-
lished dstaand others), modulatxn of the local
ion capacity medined by h !
fxnm and/or harizomal gene tansfer or sub-
stmsonof localsemcellniches may represem
major apects of the contribation of bone mar.
row stem cells in the concert of liver regener-
aton rther than fxil repbcement or
trans differentistion to paznchynal hvercells.
We recemly show in predmical sestings that
subsets of hemawpaietic BMSCs boost liver
regeneration afer 70% hqnectmny by mod
ulsting vasculx mfl 30n I =n interkeukm
18.dependent maner* These findings may
point 0 feinpartnce of immumological reac-
tions involved in the course of hepatic repair
and suggests hematopoetic BMSCs as modu-
lasors of vascubar inflammation.

It may heof some mierest whethercells
ax administaed by portal or anerial route.
For our conceqe, Siere need to be sigmificam
aspects © favor arernial application, as ane
woukl have to cannulste the anerial system
of the liver in addition % the partal approach.
We believe $iat our concept may also have
implications for the fienpy of ather hepanc
pathophysiological scemarios without direct
acess to the parmal vein. We mcorparated
questons nclusive of $ie most effective site
of application m a comgwehensive, ongoing
research prgram 1o address many aspects for
CD133+ hematopaoietic BMSC that Lim etal
evahuted for mesenchymal siem cells (MSC),
which are cbviously different than hemato-
poetic stem cells. Here, we would like o
menton majr concerns that are widely dis-
cussed for MSC therapy in liver regeneration.
A poential of tiose cells for pramoson of
hepatic fibrosis neals % he addressed in
research programs mvalving MSC as well
as fheirrolke i hepatic repaic’®

leil paemaluq-n d’myh'ldof

nmty 0 exy d research on mech

and efficacy of BMSCs to herap

¥ - >
Third, cokialization o sites of angio-
penesis (later shoald be 2 vital pant of anon-
parenchymal proli ferating m frassucture m the
ocmncen of liver regeneration), as propasad by
Dr Lim -::chhg:aaukl @vesome himtsto

ahle mech i lvedinBMSC-madi-
mdhmmmm However, #t does not
necessarily giveomchisive proof of ther man
congibutin i liver rgeneration. In a2 wam
schemis-isol ated perfusedrat livermadel with
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the growth of mhfﬂng lumnn is critical

ically fonh:-m vhether sucha hierpym
z with lastic & does mare

good than bad lo the matient. Alfiough we
did nat observe negative impact on tumor
growdh and swvival doe o CDIZ+
BMSC-meatment, wedo exclude patientss with
mxroscopic evident tumarows kesions in e
hepatic segmenss [HI1 to he expanded for
BMSC-cotreatment.

Faféh, we can draw on many experi-
ences with all echm of partal disnups
that are open partal ligation as well as e
percutancous-transhepatic approach” and ghe
open ileacalic approach’ for tie subsequent
PVE procedure. We chose the hater for our

www.annalsofsurgery.com | o8

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

139



Lim Chetana - Thése de doctorat - 2017

Anndls of Surgery o Volume 263, Number 3, March 2016

Letter to the Editor

Marc Pocard MD, PhD

Unité Inserm 1965

équipe “Angopénise et
Recherche Transdationnelle™
Hopital Larhaisidre

Institut des Vaisweaux et du Sang
Paris, France

Département médico-chirurgical de
mthologie digestve

Hapital Larhaoisiere

Paris, France

Umversité Panis-Diderat

Paris, France

Daniel Azouay, MD, PhD

Service de Chirurgie Digestive
Hépato-bilnire et Transplamtation hépatique
Hapital Henri Mondor

Universé Paris-Est

Créwil, France

daniel azoulay hmn@ gmailcom

REFERENCES

1. am Fach JS Schaeldie M, Fast G, & @ nfsion
aCcpB3t mnm-&mduﬂam
L ot vess enbai. Lac-
Goml heguse wasves afer exendad sght hep
Mo tomy | 4 e arepact be singecontey stsdy Ava

Swrg J062255.79-55.

Sasde K, Shimata M, (eoo T, et al Postoper-

aive Iner Dduee afer s oo Repagic rehec toa far

Deguoocelidar crcuong i Be maders oa wih

pecd relereace © emmy Bver voluse. J An

Call Sarg. 1991353304305,

3. Wiches DA & Huas RL Aabess P o« al
lspact of potal vein cmbali 2soa o loag-trm
Arvival of pasiess wilh peleaasly uaee e ctabie
coloenctd Bver metstases. B J Sarg 200097
No-250.

4. Sogelfiedd BM, Fosbes K1, Wiganee SI. Prosgecs
for stem coll wansgiagasion i e peatnes of
hepusc dexe. Liver Transpl DIQI6TT-T6,

5. Ezze TM, Dhar DK Newsome PN, eal Uke of
Pepuoocyte aad stem cells for pegment of pot-
ecsoad Bver fadue. we we here et Liver
e 20013073784

6. Mochada S, Bhdicawa K lsao M, ecal 1 d

14

12 Audolieas R, Eveso C, Cntreres JO, et d. Boae
maww-dedval caddicial aad desdgoposese
precusces el exance the metmtue of ooloa
casoy = as ¢ musae model I J
Cancer. 270111292 2308

11 Buﬁa? Mlnoconelal Mahﬂ)

ol wil ] e

: 1 4
in situ imag;

of CDI33+ BMSCs from sinusoids 10 to 3)
mimuies after addition 1 the perfusate (unpub-

lished duta). Facing $he low number of mobi-
lzed hematopoietic seem cells in scemanos of

Transplent P 041911

Reply:

e would like to thank Dr Lun and

caauthars for their valushle comments
and suggestions an our movel concept of
aumbgous CD 133+ bone marmow sem cell
(BMSC) application ®© promote liver pro-
liferation subsequent © portal venous embo-
Tization (PVE)'

First, we agree on the necessity for
new stategies © overcome the problem of
insufficien future liver remnant volume gain
after PVE. Panalkel 1o e concept of thera.
pewtic wilization of BMSCs, ™= we were
recendly ahle to present a second strawegy
to gain suffickent prospective iver remnant
volume hefore surgery in cases of msufficient
PVE responders.” In hat regard, we demon-
strated early experence with a modulated
surgical technijue of misgmentecomy as
a 2.stage resection approach with in situ liver
tranmection along $ie falcdform ligament and
complet partal solation of all but liver
segments I1 and 1L In selected cases, an
adequate future liver remmant volume was
reached before the second swgical step
resecting the exended right liver bobe. We
believe that bath concepts will reach accept-
ance with $he right inclusion critenia wilized.

Second, athough mechamsms, how
BMSCs conmibue o liver regeneration is
ill widely unexplored. We recendy pub
Ished preclinical data on erapeutically
adminitered CD133+ BMSCs to promos
hematocyte proliferation afer R resection,
a5 demaonsirated by significant increases in

agedicas of weody cafotdial gowdh
Twoor ed i raepars, M-l ol KDR(S-5 &
wyenceging atkver Hia hem Bicpkys Bes Com-
mun 1996226:176-179.

7. Mischeako A Bawer T, Sacedn S, Cao L
Hypouke stsplaso of vacds cafodielal
Fowdh facuy cxpesicion ia vio ad is v
Lab Ievest 199471374-779.

E Acadbara T Mudan T Sellivas A o 4. bolsioa
of pumatie groges iy eadoie ) colls B o
Frei Sciene 1997275964 5967

9. Bilatem M Aubry MC Hode R etal Evduason
of hegeocyte injury Sllowing el Eggion o
e Jeft poetal vedn Iw 199.3029-77

0. Pesato H Lavoshics S, Lydes D The seceemd
fwwes wapoasde fo pee- metpmatc siche S
msox dd apags od sew Boughtc Semin
Canexr Biol 2001 21:139-146.

1L & Guad W, v des Bochat JW, ws Liosdes
KP, et i Induction of mee gowd after gre-
paraive patd veis cadolzatos B 2 areal
prodicm? Ana Sarg Oncol 20001603430

Ki6i7 exy A In addition, we demon
srated $i2t EcoNTPDasel (CD39) on
CDI133+ BMSCs ply a sigmficant role in
that comtext. However, we do agree o the

liver reg after liver resection (unpub-
lished dstaand others), modulatxn of the local
ion capacity medined by h !
fxnm and/or harizomal gene tansfer or sub-
stmsonof localsemcellniches may represem
major apects of the contribation of bone mar.
row stem cells in the concert of liver regener-
aton rther than fxil repbcement or
trans differentistion to paznchynal hvercells.
We recemly show in predmical sestings that
subsets of hemawpaietic BMSCs boost liver
regeneration afer 70% hqnectmny by mod
ulsting vasculx mfl 30n I =n interkeukm
18.dependent maner* These findings may
point 0 feinpartnce of immumological reac-
tions involved in the course of hepatic repair
and suggests hematopoetic BMSCs as modu-
lasors of vascubar inflammation.

It may heof some mierest whethercells
ax administaed by portal or anerial route.
For our conceqe, Siere need to be sigmificam
aspects © favor arernial application, as ane
woukl have to cannulste the anerial system
of the liver in addition % the partal approach.
We believe $iat our concept may also have
implications for the fienpy of ather hepanc
pathophysiological scemarios without direct
acess to the parmal vein. We mcorparated
questons nclusive of $ie most effective site
of application m a comgwehensive, ongoing
research prgram 1o address many aspects for
CD133+ hematopaoietic BMSC that Lim etal
evahuted for mesenchymal siem cells (MSC),
which are cbviously different than hemato-
poetic stem cells. Here, we would like o
menton majr concerns that are widely dis-
cussed for MSC therapy in liver regeneration.
A poential of tiose cells for pramoson of
hepatic fibrosis neals % he addressed in
research programs mvalving MSC as well
as fheirrolke i hepatic repaic’®

leil paemaluq-n d’myh'ldof

nmty 0 exy d research on mech

and efficacy of BMSCs to herap

¥ - >
Third, cokialization o sites of angio-
penesis (later shoald be 2 vital pant of anon-
parenchymal proli ferating m frassucture m the
ocmncen of liver regeneration), as propasad by
Dr Lim -::chhg:aaukl @vesome himtsto

ahle mech i lvedinBMSC-madi-
mdhmmmm However, #t does not
necessarily giveomchisive proof of ther man
congibutin i liver rgeneration. In a2 wam
schemis-isol ated perfusedrat livermadel with

Disclocare The authors dodlase 00 coaflic s of inte st
DOL 10 109/SLA 0OMDOOIDOOIN0ES

© 2015 Wolsers Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

8 and pr o

the growth of mhfﬂng lumnn is critical

ically fonh:-m vhether sucha hierpym
z with lastic & does mare

good than bad lo the matient. Alfiough we
did nat observe negative impact on tumor
growdh and swvival doe o CDIZ+
BMSC-meatment, wedo exclude patientss with
mxroscopic evident tumarows kesions in e
hepatic segmenss [HI1 to he expanded for
BMSC-cotreatment.

Faféh, we can draw on many experi-
ences with all echm of partal disnups
that are open partal ligation as well as e
percutancous-transhepatic approach” and ghe
open ileacalic approach’ for tie subsequent
PVE procedure. We chose the hater for our

www.annalsofsurgery.com | o8

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

140



Lim Chetana - Thése de doctorat - 2017

Letzrr © the Fditor

Annals of Surgery o Volume 263, Number 3, March 2016

clinical smdy first, as general anesthesia
was required for BM-aspiration adding no
additiona] anesthesological rsks by choos
ing the access of the safer open ileocalc
canmulation. Second open access offered us
the opportumty % exclude local imesect
ahility due © tumor spread beyond segment
I and IV to VII by manual and inwa.
operative ultrasound evaluation of the per-
ioneal cavity incliding left lateral liver
segments.

Beyond mfety of the procecure, we
bdieve St we were able 0 give some cata
on climcal efficacy of our novel approach.
Furthermos, we reandy substantiated these
investigations with preclinical dats on mech-
amsms and efficacy of therapeutically trans-
fused CDI133+ BMSC 1o promoe hepatic
poliferation. Our mult.center, placebo-
conzolled randomized trial éiat is showt to
bheimtited will give more founded answersan
same of fe key questions that we addressed
and 541l address in our experimental and trans-
lational research program and $hat were also
mentioned by Dr Lim and colleagues.
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ANNEXE 4

Digestive Disease and Science. 2014 59:2030-2031 (Editorial)
Ischemia-reperfusion injury and regrowth of liver cancers: to clamp or not to clamp?

Lim C, Azoulay D.
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Ischemia—Reperfusion Injury and Regrowth of Liver Cancers:

To Clamp or Not to Clamp?

Chetana Lim - Danlel Azoulay
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& Springer Science+Business Media New York 2014

Although resoction remains the only potentially curative
weatment for mod patienis with primary and secondary
liver malignancies, the large majority of patients will
cxperience recurtence. Factors reponted to adversely affoct
e risk of local recurence afier suwrgery include tumor
hiology as well as surgical factors such as hlood loss and
ransfusion during surgery. In this &sue of Digesive Dis-
cases & Sclences, Orci et al. [1] discuss the relatonship
between hepatic ischemia—meperfuson injury and cancer
recurence. The authors have to be commendad for their
toughtful analysis of the available data regarding this
unresalved question.

Hepatic ischemia—meperfusion injury & an important
cause of liver damage oocurring during liver resection [2,
3] and during liver transplantation [4]. During liver sur-
gery, hopatic pedick clamping (the so-called Pringle
Mancuver) efficiently meduces bleeding and transfusion
during hopatic transection; inemitent occlsion of e
inflow podick with inervals of neperfusion educes this
schemisreperfusion injury and the consequences of
splanchnic congestion and thenefore decreases injury to te
liver parenchyma. In liver transplantation, the liver grafi is
paticularly exposed to ischemis—reperfusion injury as a
result of damage during organ procurement and frequent
hemodynamic instability, preservation under cold ische-
mia, and graft reperfigion with a phase of wamm ischemia
between portal and areral repefuson.

. Lim - Dl Amooley (&=

Berviee Chinrgie Digestive, Heépatn-Rilio-Panceiatiqoe a1
Transplaniation Hépatiqoe, Hepital Henri Mondor, A ssistance
Pohliqoe Hipitaox de Paris (APHP), 51 Averme De Lage
De Tassigmy, 940 10 Ceftal, Franee

email: daniel zoon by & hmnaphp. &

€1 Springer

Tt has boen suggested, despite the lack of mbust evi-
dence, that ischemia—reperfuson per 22 is pro-tumaorigenic.
Althowgh the exact mechanisms ane still unclear, tis might
occur either drough an wpregulation of hypoxia-induced
growth factors and cytokines, angiogenic fackrs, or
inflammation [5, 6]. Moreover, the presence of underying
hepatic parenc hymal injury such as steatnsis might increase
suwsceptibility of the liver to ischemia—me perfusion injury
[7). In this review, the authors present experimental and
clinical data, indicating that heopatic ischemia—roperfusion
injury increases the rate of cancer ooll proliferation, ana-
lyzes how the ischemia proccs might promote twmor
growth, and discusses a number of straiegies to Imit de
negative effocts of these injuries. The authors clearly staie
that extrapolation of data obtained from the rodent models
described in this review should be applicd cantiously to twe
results of clinical smdies due to the numerous hiases
inhcrent to retospoctves series, as well as the limied
number of patients stdied.

Although e review is well written and balanced, it will
likely raise several questions, sinoe it is not a systematic
meview of the literature, but rather a namative evaluation.
Thus, some anticles might have boen omitied, especially
thaose reporting negative nesulis [B] Since most of e
smdies focwed on liver metastases from  colorectal
primarics and on hepatocellular carcinoma, thee is con-
cem that the underlying liver parenchymal injury was
independently carmelated with recurence in several sudies,
suggesting the influence of potential confounders, such as
cimhosis or metabolic syndrome [9].

Although we agroe that animal models provide strong
data re garding the impact of liver clamping (and ischemia—
meperfusion) on the risls of recumence, the hoteroge neity in
cxperimental smdy design combined with wide variations
among experimental surgical procedures (e.g., duration of
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clamping, spocies) could adversely affect the interpret
ahility of the data obtained.

Interestingly, several recent findings might add new
insights to fee issue. Our group has reponad in a moose
masdie | of colonectal liver metasgtases that hepatic ischemia—
meperfusion injury mobilizad bone marmow-derived pro-
genitor cells, making dhe liver tisue microenvironment
more pro-angiogenic, which subsequently enhanced cole-
rectal cancer oell engrafiment and metastasis growds [10].
It is conceivable that all of these bone mamow-derived
progenitor cells may participate in angiogenesis and vas
culogenciis in tumors that recur after surgery, a suppostion
that can be tested experimentally.

In the clinic, the question still remains as to whether
moutine Pringle mancuver is justified. In our opinion to
clamp or not o clamp systematically is not the rght
question: Surgeons must adapt to the sitmtion in e
operating moom and clamp when neaded relying on the old
surgical adage “hotter clamping than bleading."
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