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Microenvironnement et angiogénèse : implications dans la stratégie onco-chirurgicale 

des métastases hépatiques synchrones des cancers colorectaux 

Résumé  

Lors du diagnostic de cancer colorectal, près d’un quart des patients ont des métastases 

hépatiques dites synchrones. Lorsque la tumeur primitive est asymptomatique, la stratégie 

chirurgicale (chirurgie première de la tumeur primitive versus chirurgie première des 

métastases hépatiques) reste débattue. Les recommandations actuelles ne reposent que sur des 

accords d’experts qui elles-mêmes sont basées sur des études cliniques rétrospectives.  

L’étude du microenvironnement tumoral a pris ces dernières 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 angiogénèse tumorale 

et la formation de métastases. Par une triple approche à la fois fondamentale, translationnelle 

et clinique, nous avons obtenu des données qui suggèrent qu’une chirurgie première de la 

tumeur colique ou rectale permet de moduler l’angiogénèse au sein du microenvironnement 

hépatique. Cette stratégie chirurgicale permettrait également d’améliorer le pronostic 

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

 

Mots clefs : Microenvironnement, niche pré-métastatique, progéniteurs endothéliaux 

médullaires, angiogénèse, tumeur primitive, métastases hépatiques synchrones, anti-

angiogéniques, 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 côlon et du rectum. Lors du diagnostic de cancer 

colorectal, près 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 l’UICC. Lorsque la tumeur primitive est asymptomatique 

et les métastases hépatiques synchrones sont jugées résécables, la stratégie chirurgicale quant 

à l’ordre dans lequel opérer la tumeur primitive et les lésions hépatiques reste débattue. Faut-

il réaliser une chirurgie première de la tumeur primitive (stratégie « primitif premier ») ou 

plutôt privilégier l’inverse à savoir une exérèse chirurgicale des métastases hépatiques avant 

une chirurgie du primitif (stratégie « foie premier ») ? Seule une étude randomisée, qui 

n’existe pas à l’heure actuelle, pourrait répondre à cette question. Cette dernière dépasse 

largement le cadre du cancer colorectal puisqu’elle intéresse toute la cancérologie des tumeurs 

solides 
1,2

.  

     Les stratégies chirurgicales varient d’un centre expert à un autre : d’une chirurgie 

combinée en un temps (exérèse simultanée de la tumeur colique ou rectale et des métastases 

hépatiques) à une chirurgie séquentielle en deux temps. En cas de chirurgie séquentielle, là 

encore l’intérêt de commencer par une chirurgie de la tumeur primitive ou par une chirurgie 

des métastases hépatiques est controversé. 

Dans le cadre de cette thèse 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 très sélectionnés, à savoir des malades plutôt 

jeunes que âgés, porteurs d’une tumeur plutôt colique que rectale et avec des métastases 

résécables au prix d’une hépatectomie mineure 
3-6

. Bien que le mécanisme ne soit pas 

clairement établi, cette stratégie de résection combinée semble être associée à une diminution 

de la survie sans progression 
6
. 

Dans le cadre d’une chirurgie séquentielle en deux temps, la stratégie proposée par certaines 

équipes était de réaliser la résection première de la tumeur primitive pour prévenir le risque de 

complications liées à la tumeur primitive laissée en place sous chimiothérapie telles qu’une 

hémorragie, une perforation ou une occlusion 
7-9

. A l’inverse, d’autres équipes privilégient 

une chirurgie première des métastases hépatiques argumentant que d’une part le pronostic 

oncologique serait plutôt conditionné par la maladie métastatique plutôt que par la tumeur 

primitive elle-même 
10

.  
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Actuellement dans les dernières 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 première éventuellement précédée de 

chimiothérapie et colectomie secondaire) peut être envisagée lorsque la tumeur primitive 

n’est pas symptomatique. Cette recommandation est faite après un accord entre experts. 

Cependant en pratique, les deux attitudes sont possibles et il n’existe aucun rationnel 

scientifique pour privilégier l’une ou l’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 

reçoivent différents protocoles de chimiothérapie et qui ont une maladie métastatique 

différente les uns des autres (Article 1)
11-16

. Elles montrent que la survie globale et la survie 

sans progression étaient comparables entre ces deux stratégies, à 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 après une stratégie « primitif premier » qu’après 

une stratégie « foie premier »
15, 16

.  

     Ce bénéfice en termes de survie sans progression observé après une stratégie « primitif 

premier » soulève quelques questions mécanistiques. Quel est le rôle d’une chirurgie première 

de la tumeur primitive ? Est-ce la diminution de sa masse tumorale elle-même qui influence le 

potentiel métastatique d’une tumeur colorectale donnée?  

Les travaux réalisés sur le microenvironnement tumoral au cours de ces dernières 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 rôle du microenvironnement 

tumoral dans les différentes étapes de la cancérogénèse 
17, 18

 mais de proposer une hypothèse 

mécanistique et un rationnel scientifique centré le microenvironnement tumoral dans le débat 

qui oppose la stratégie « primitif premier » à la stratégie « foie premier ». 

     Il se trouve que l’angiogénèse et le microenvironnement tumoral sont les thématiques 

prédominantes du laboratoire Unité INSERM U965 de l’hôpital Lariboisière dans lequel j’ai 

réalisé cette thèse de science. Nous avons par conséquent fait l’hypothèse que l’amélioration 

de la survie sans progression après une stratégie « primitif premier » pourrait être attribué au 

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

hépatique et d’une vascularisation importante favorables à la croissance des métastases 
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hépatiques. Le corolaire clinique de cette hypothèse, si elle est vérifiée, est qu’une exérèse 

chirurgicale de la tumeur primitive supprimerait toute cette voie de signalisation entre la 

tumeur primitive, l’angiogénèse tumorale et le microenvironnement hépatique. Notre 

hypothèse de travail est détaillée dans une mise au point publiée dans le journal Bulletin du 

Cancer (Annexe 1)
19

.  

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 
20

. Dans ce 

travail expérimental réalisé chez la souris, les auteurs ont montré que le microenvironnement 

du futur site métastatique pouvait être modifié à distance par la tumeur initiale. Le concept de 

« niche pré-métastatique » a été introduit pour la première fois par ce travail. Les cellules 

tumorales sécrètent du VEGF-A favorisant l’activation, la mobilisation et le recrutement local 

de cellules hématopoïétiques progénitrices provenant de la moelle osseuse. L’entrée des 

cellules hématopoïétiques progénitrices dans la circulation sanguine et leur migration vers les 

sites métastatiques précéderait l’arrivée des cellules tumorales. L’envahissement du stroma 

par les cellules hématopoïétiques 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 à 

l’établissement d’une micro-vascularisation de la future lésion métastatique. Le deuxième 

papier a été publié en 2013 par Van der Waal et al. dans Annals of Surgery 
21

. 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 à 

l’angiogénèse. Il s’agit du premier papier translationnel qui introduit la notion de relation 

entre une tumeur colorectale et l’angiogénèse hépatique. 

     Ce travail de thèse a été divisé en trois parties : expérimentale, translationnelle et clinique. 

Les travaux menés dans le laboratoire ont été en partie consacrés à la mise au point d’un 

modèle 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 (angiogénèse 

tumorale) et d’autre part que le mécanisme d’angiogénèse 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  
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progéniteurs endothéliaux médullaires circulants dans notre modèle murin de métastases 

hépatiques. Le modèle choisi pour obtenir une libération de ces progéniteurs endothéliaux 

était un modèle murin d’ischémie de patte par ligature de l’artère fémorale et d’ischémie 

hépatique par clampage de la veine porte. Compte tenu du nombre de modèles animaux 

utilisés, de la complexité de certains protocoles expérimentaux, et pour rendre la lecture de 

cette travail plus simple, un paragraphe résumant les principaux modèles 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 à partir d’une tumeur 

initiale vers des organes à distance, conduisant à la formation de métastases. Les métastases 

représentent la principale cause de mortalité en cancérologie. Le processus métastatique 

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 l’organe hôte, et adhésion), et dans les 

organes à distance (extravasation, invasion du tissu, et croissance secondaire des cellules 

tumorales disséminées). Parmi ces étapes, l’angiogénèse est un mécanisme indispensable non 

seulement à la croissance tumorale, mais aussi au développement de la métastase 
22

. Les 

mécanismes du processus métastatique ne s’excluent probablement pas les uns des autres. Le 

processus métastatique est à la fois dépendant des propriétés intrinsèques de la cellule 

tumorale, qui est le facteur déterminant principal, mais aussi de facteurs extrinsèques 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'angiogénèse 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 (angiogénèse tumorale), sans laquelle les cellules tumorales demeurent à 

l’état de cellules dormantes, état stable intermédiaire entre la prolifération et l’apoptose. Ces 

nouveaux vaisseaux tumoraux assurent les apports en nutriments, oxygène et facteurs de 

croissance indispensables à la croissance de la tumeur primitive, mais aussi de sa 

dissémination. 

L’initiation de l’angiogénèse tumorale serait sous la dépendance d’un switch angiogénique, 

secondaire à la sécrétion par les cellules tumorales de facteurs pro-angiogéniques. Cette 

sécrétion se fait en réponse à l’hypoxie tissulaire et est liée à des modifications génétiques au 

sein du génome des cellules tumorales 
23

. Le processus d’angiogenèse se fait par deux 

mécanismes, le premier mécanisme est un bourgeonnement des vaisseaux sanguins pré-

existants (sprouting) et le deuxième mécanisme implique le recrutement et l’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 l’angiogenèse 

tumorale. Cette glycoprotéine exprimée de façon 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, l’induction de protéinases conduisant à un remodelage 

de la matrice extracellulaire, l’augmentation de la perméabilité vasculaire et le maintien de la 

survie des vaisseaux néoformés. L’administration d’anticorps anti-VEGF dans des modèles 

animaux de xénogreffes de tumeurs colorectales humaines semble inhiber la croissance 

tumorale 
24

. 

 

2.3.  Pourquoi cibler l'angiogénèse dans le cancer colorectal métastatique? 

 

La croissance des cancers colorectaux s’associe à l’expression accrue de facteurs pro-

angiogéniques, il a été ainsi montré qu’une surexpression du VEGF était retrouvée dans 37 à 

100 % des cas 
25

. Cette surexpression est corrélée d'une part à l’invasion cellulaire et à la 

densité vasculaire, et d'autre part au développement des métastases et au pronostic 

oncologiques des malades 
26-29

. 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’à la 

surexpression de la cyclo-oxygénase 2, qui sont des anomalies fréquemment rapportées dans 

le cancer colorectal 
30-32

. Une association significative entre la densité micro-vasculaire 

tumorale et les taux de récidive tumorale a été également rapportée 
33-35

. Sur la base de ces 

données, il existe donc un rationnel à cibler l’angiogénèse dans le cancer colorectal. 

L’utilisation d’anti-angiogénique en association à une chimiothérapie cytotoxique a permis 

d’améliorer la médiane de survie à plus de 24 mois, faisant du Bevacizumab (anticorps anti-

VEGF) le traitement standard en première ligne du cancer colorectal métastatique 
36-40

. Par 

ailleurs, l’utilisation du Bevacizumab a également permis d’amener certains patients ayant des 

métastases hépatiques jugées comme initialement non résécables à 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 caractère invasif et le potentiel 

de dissémination métastatique d'un cancer primitif, il n’en reste pas moins que tous les 

éléments extérieurs à la cellule tumorale, qui composent le microenvironnement tumoral sont 

importants pour permettre aux cellules tumorales de croître.  

Dans le tissu tumoral, on trouve deux composantes : les cellules tumorales et le stroma. Le 

stroma est un tissu non tumoral provenant de l’hôte. 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 
41

.  

Le stroma est schématiquement constitué (Figure 2) : (1) d’une matrice extra-cellulaire, 

composée d’un réseau de protéines et de protéoglycanes dont le rôle est d’assurer la cohésion, 

la migration et la différenciation cellulaires. Elle contient la matrice interstitielle (cellules 

mésenchymateuses) dont les collagènes, l’élastine, la fibronectine et les glycoaminoglycanes; 

et la membrane basale (cellules épithéliales) constituée par le collagène IV et la laminine, ; (2) 

de nouveaux vaisseaux formés au cours de l’angiogénèse tumorale ; (3) de fibroblastes, 

d’adipocytes, et de vaisseaux lymphatiques ; (4) de cellules de l’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 

progénitrices 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 rôle pour le microenvironnement dans l'angiogénèse tumorale? 

 

Progéniteurs endothéliaux médullaires, angiogénèse tumorale et progression tumorale 

L’angiogénèse physiologique et tumorale, chez l’adulte, a longtemps été considérée comme 

un processus local et exclusivement assuré par le bourgeonnement des vaisseaux pré-

existants, résultant de la prolifération et de la migration des cellules endothéliales matures. 

Deux publications ont démontré pour la première fois que la vasculogenèse physiologique 

pourrait être le résultat de la différenciation et de l’incorporation fonctionnelle de cellules 

endothéliales progénitrices (ou progéniteurs endothéliaux), originaires de la moelle osseuse 
42, 

43
; concept qui était auparavant exclusivement lié à l’embryogenèse. D’autres progéniteurs 
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médullaires, tels que des cellules hématopoïétiques progénitrices (ou progéniteurs 

hématopoïétiques) sont recrutés en même temps que les progéniteurs endothéliaux et 

contribuent également au processus de vasculogénèse.  

C’est en 2001, suite aux travaux expérimentaux de Lyden et al. sur la souris, qu’il a été 

montré pour la première fois que des progéniteurs endothéliaux dérivés de la moelle osseuse 

pouvaient contribuer à la néo-angiogénèse tumorale 
44

. Depuis ces premières observations, les 

progéniteurs endothéliaux, aujourd’hui bien caractérisées pour leur rôle dans la réparation des 

parois vasculaires et la néo-angiogénèse post-ischémique, sont largement explorées pour leur 

rôle dans la néo-angiogénèse tumorale, dans la croissance tumorale et dans le développement 

des métastases. Néanmoins, le rôle exact de ces progéniteurs endothéliaux circulants dans le 

processus de néo-angiogénèse tumorale reste encore à élucider. Dans les modèles 

expérimentaux d’angiogénèse tumorale, 5 à 50 % des progéniteurs endothéliaux dérivées de 

la moelle osseuse sont retrouvés dans la paroi des néo-vaisseaux tumoraux 
45

. A l'inverse 

seulement 5 % de ces progéniteurs sont retrouvés chez des patients atteints de cancer du 

poumon ou ayant développé des cancers secondaires 
46, 47

. Les études sur la valeur 

pronostique des progéniteurs endothéliaux et des cellules endothéliales matures circulantes 

sont nombreuses dans le cancer du sein 
48-50

. Dans le cancer colorectal en situation 

métastatique, il a été rapporté une corrélation entre un taux élevé de progéniteurs endothéliaux 

ou de cellules endothéliales matures circulantes et la réponse tumorale après Bevacizumab 
51-

53
. Les résultats de toutes ces études sont difficiles à interpréter, du fait de l’absence de 

standardisation des méthodes de détection. De plus, ces progéniteurs endothéliaux sont 

difficiles à doser dans le sang car ils ne représentent que 0,01 à 0,0001 % de l'ensemble des 

cellules mononuclées du sang 
54

. Enfin, le taux de progéniteurs endothéliaux circulants 

pourrait varier selon le type, le grade et la localisation de la tumeur 
55

.  

En résumé, les données expérimentales suggèrent que les progéniteurs endothéliaux dérivés 

de la moelle osseuse pourraient contribuer directement à l’angiogénèse tumorale et 

indirectement à la progression métastatique. Toutefois, l’hétérogénéité des résultats souligne 

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

diffère d’un cancer à un autre. 

 

Progéniteurs endothéliaux et niche pré-métastatique 

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

métastatique pourrait être modifié à distance par la tumeur initiale 
20, 56

. La formation d’une « 
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niche pré-métastatique » par la tumeur primitive rendrait le microenvironnement de l’organe 

cible propice et favorable au développement des métastases (Figure 3)
57

. Cela confirme la 

théorie ancienne de la graine et du sol proposée par Stephen Paget en 1889. Les cellules 

tumorales du cancer primitif sécrètent du VEGF-A favorisant l’activation, la mobilisation et 

le recrutement local de progéniteurs hématopoïétiques provenant de la moelle osseuse. 

L’entrée des progéniteurs hématopoïétiques dans la circulation sanguine et leur migration vers 

les sites métastatiques précéderaient l’arrivée des cellules tumorales (Figure 3A). Les 

progéniteurs hématopoïétiques exprimant à 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-mêmes stimulées par le PIGF secrété aussi par la 

tumeur initiale. Les progéniteurs hématopoïétiques expriment à la fois une intégrine VLA-4 

leur permettant d’adhérer à la fibronectine, mais aussi une métalloprotéinase dégradant la 

membrane basale, ce qui permet d’accroître l’extravasation des progéniteurs 

hématopoïétiques dans la niche pré-métastatique (Figure 3B). À ce stade, l’envahissement du 

stroma par les progéniteurs hématopoïétiques 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 à l’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 l’inhibition 

pharmacologique de VEGFR1+ et VEGFR2 (récepteurs exprimés à la surface des 

progéniteurs hématopoïétiques et endothéliaux) semble inhiber la formation de micro- et 

macro-métastases 
44

, suggérant que le processus de mobilisation des progéniteurs médullaires 

pourrait être un facteur-clé de la néo-angiogénèse tumorale et du processus métastatique. 

Depuis ces premières 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 sécrétion locale de 

MMP9 seraient aussi un facteur favorisant le recrutement des cellules tumorales dans le 

poumon 
58

 ou (ii) le recrutement de cellules myéloïdes Mac1+ et la sécrétion locale de 

S100A8 et S100A9 par les cellules stromales 
59
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En résumé, il existe des données issues de modèles pré-cliniques qui suggèrent que le 

microenvironnement du futur site métastatique pourrait être modifié à distance par la tumeur 

initiale. La formation d’une niche pré-métastatique serait alors le facteur clé du recrutement et 

de l’implantation des cellules tumorales métastatiques. Toutefois, ces modèles ont des limites. 

Ce sont des modèles tumoraux qui sont hétérotopiques (greffes sous-cutanées de cellules de 

cancer du poumon) et qui nécessitent des injections de cellules tumorales syngéniques sur des 

animaux au système immunitaire déficient, ce qui devient discutable dès lors qu’il existe 

actuellement des données qui montrent l’influence de l’immunité anti-tumorale dans la 

cancérogenèse 
18

.  

 

 

 

 

Figure 3. Un modèle 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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3.1.  Hypothèse 

Sachant que le caractère invasif et le potentiel métastatique d’un cancer colorectal sont 

principalement déterminés par le génotype des cellules tumorales, l’hypothèse que nous avons 

formulée pour cette thèse 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-même. Les interactions entre la 

tumeur initiale et le microenvironnement tumoral situé au sein du parenchyme hépatique 

seraient alors responsable d'une augmentation de l'angiogénèse tumorale et de la croissance 

des métastases microscopiques en métastases hépatiques macroscopiquement décelables en 

imagerie. 

L’implication clinique de cette hypothèse, si elle est vérifiée, serait de privilégier une 

chirurgie d’exérèse première de la tumeur colique ou rectale en cas métastases hépatiques 

synchrones pour réduire les interactions entre la tumeur colorectale et le microenvironnement 

hépatique. Notre hypothèse de travail est détaillée dans une mise au point publiée dans le 

journal Bulletin du Cancer (Annexe 1)
19

. Par une approche à la fois fondamentale, 

translationnelle et clinique, nous avons exploré ce rationnel scientifique. 

3.2.  Déroulement du projet  

Le projet de recherche est divisé en trois parties : (1) la première partie est un travail de 

recherche expérimentale réalisé dans le laboratoire du Pr Marc Pocard à l’Hôpital 

Lariboisière. 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 - Hôpital 

Lariboisière). Le passage des tubes en cytométrie en flux a été réalisé dans l’unité du Dr 

Anne-Marie Faussat (Plateforme cytométrie - Hôpital Saint-Antoine). L’inclusion en 

paraffine, le marquage immunohistochimique et l’analyse des lames des foies de souris ont 

été réalisés en collaboration avec le Dr Jean-Philippe Brouland (Service d’anatomopathologie 

- Hôpital Lariboisière) ; (2) la deuxième partie est un travail de recherche translationnelle dont 

les hypothèses de travail et la méthodologie ont été développées sous la supervision du Pr 

Marc Pocard (Hôpital Lariboisière) et du Pr Daniel Azoulay (Hôpital Henri Mondor). 

L’inclusion, le marquage immunohistochimique et l’analyse des lames des foies de patients 

opérés de métastases hépatiques d’origine colorectale à l’hôpital Henri Mondor ont été 

réalisés par le Dr Julien Calderaro (Hôpital Henri Mondor) ; et (3) la troisième partie est un 



 Lim Chetana – Thèse de doctorat - 2017 

 
27 

 

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 à l’hôpital Henri 

Mondor. 
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4. MATERIELS ET METHODES  
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4.1.  Méthodologie in vitro  et in vivo  

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

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

 

4.1.1. 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 régulièrement utilisée au sein de notre laboratoire. 

Les cellules initialement conservées dans un milieu de congélation (DMSO) sont plongées 

dans un bain marie à 37°C. Les cellules sont lavées avec du milieu de culture RPMI 1640 

supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal, 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 à 37°C (5% CO2 

et 95% d'air) et à saturation en humidité. Le milieu est renouvelé tous les deux jours. Après 5 

à 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% à 37°C pendant 5 minutes. L'action de la digestion de la trypsine est 

arrêtée grâce à l'ajout du milieu de culture. La suspension cellulaire est recueillie dans des 

tubes coniques puis centrifugée à 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 

troisième et quatrième passage sont utilisées pour les expériences in vivo. Le reste de la 

suspension cellulaire est suspendu dans du milieu de congélation à la concentration d’environ 

5 x 10
6
 cellules/ml et réparti dans des cryotubes pour être conservées à -180°C dans de l’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 fœtal. Après 

contrôle de leur viabilité au bleu de Trypan, les cellules tumorales CT-26 sont injectées à la 

concentration de 10
6
 cellules/100 μl, en intra-splénique pour le modèle de métastase 

hépatique, en intra-péritonéale pour le modèle de carcinose péritonéale, et en sous cutanée 

pour le modèle de tumeur sous-cutanée. 
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4.1.2. Expérimentation animale 

 

Toutes les expérimentations ont été réalisées selon le respect des règles éthiques en vigueur en 

Europe (décret n° 2001-131 du 6 février 2001, liées à la directive européenne 86-609-CEE de 

1986) et la charte nationale portant sur l'éthique de l'expérimentation animale établie en 2008 

(www.enseignementsup-recherche.gouv.fr). Les animaux (souris immunocompétentes 

BALB/c femelles âgées de 5 semaines et pesant 20 ± 0,5 g) d'origine contrôlés (Charles 

River, Arbresle, France), ont été hébergés dans une animalerie rattachée au laboratoire et 

agrée par le ministère de l'Agriculture et la Pêche sous couvert de la Direction départementale 

des services vétérinaires, et dont les contrôles sanitaires ont permis de valider la présence de 

souris EOPS (Exempts d’Organismes Pathogènes Spécifiques) avec en particulier l’absence 

de virus de l’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 lumière/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 l'animal au cours des expérimentations. 

L'induction de l'anesthésie est réalisée, via une inhalation d'isoflurane (Baxter) à 4% avec un 

débit d'air de 1.5 l/mn. L'anesthésie est ensuite maintenue par 2% d'isoflurane. L'efficacité de 

l'anesthésie est vérifiée avant le début de tout acte chirurgical par pincement interdigital de la 

patte arrière de la souris. Si la souris tend à s'éveiller, la dose d'isoflurane est augmentée à 

2,5% pendant quelques minutes. En post-opératoire les animaux sont maintenus à 37°C et 

observés jusqu'à leur réveil.  

Après toute procédure 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
3
 étaient euthanasiés.  

Les deux méthodes de prélèvements de sang par incision de la veine caudale et ponction 

intracardiaque sont deux techniques connues du laboratoire.  

La technique de prélèvement de sang par incision de la veine caudale a été utilisée pour des 

prélèvements répétés. L'animal conscient est placé dans un dispositif de contention prévu à cet 

effet. La queue a été exposée à la lumière et désinfectée à l'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 prélèvement d'environ 0,3 ml de sang. Le sang est recueilli dans des eppendorfs 

préalablement héparinés. Au décours du prélèvement, une hydratation par voie sous-cutanée 

de 1 ml de sérum physiologique est réalisée.  

La technique de prélèvement sanguin par ponction cardiaque a été utilisée pour obtenir des 

prélèvements de sang d'environ 0.8 à 1 ml. L'animal anesthésié profondément à l'isoflurane 

est placé en décubitus dorsal. Apres désinfection locale à la Bétadine, une sternotomie est 

réalisée. 0.8 à 1 ml de sang sont prélevés dans des tubes EDTA. Les animaux sont ensuite 

euthanasiés. 

 

4.1.3. Modèles murins de tumeurs 

Modèle de métastase hépatique obtenue après injection intra-splénique de cellules tumorales 

Après désinfection locale à la bétadine, une incision sous-costale gauche est réalisée chez 

l'animal anesthésié. Après extériorisation de la rate, une injection intra-splénique de 10
6
 

cellules/100μl de CT-26 est effectuée. L'hémostase est assurée par compression douce de la 

rate pendant quelques minutes à l'aide d'un coton tige. La fermeture péritonéale est réalisée au 

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

 

Modèle de tumeur sous cutanée 

Les cellules tumorales CT-26 (10
6
 cellules/100μLl) sont injectées en sous-cutané dans la 

région inter-scapulaire de l’animal. Lorsque la tumeur mesure environ 3-4 cm de grand axe, la 

souris est euthanasiée et une exérèse de la tumeur, dans des conditions d'asepsie chirurgicale, 

est effectuée.  

 

Modèle de carcinose péritonéale 

Les cellules tumorales CT-26 sont injectées (10
6
 cellules/100μl) en intra-péritonéal. Lorsque 

l’animal pèse 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 péritonéale (score de Sugarbaker).  
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Figure 4. Modèle de métastases hépatiques par injection intra-splénique de cellules CT-26. 
(A) La rate est extériorisée. (B) 0.1 ml contenant 10

6
 cellules tumorales sont injectées en 

intra-splénique. (C) Hémostase au point de ponction. 

 

4.1.4. Modèles murins de libération des progéniteurs endothéliaux dans le sang 

 

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

Une incision médiane est réalisée chez l'animal anesthésié. L'ensemble du tube digestif est 

extériorisé et placé sur le flanc gauche de l'animal. Les viscères sont recouverts d'une 

compresse imbibée de sérum physiologique. La veine porte pédiculaire supra-pancréatique est 

clampé à 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 pâle. Durant le clampage, 

la cavité péritonéale est irriguée avec 1 ml de sérum physiologique. La reperfusion du foie est 

contrôlée après déclampage. Les viscères 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. Modèle d'ischémie-reperfusion hépatique par clampage total du pédicule 

hépatique pendant 5 minutes. (A) Anatomie vasculaire. (B) Aspect violacé de l'intestin grêle 

après clampage du pédicule hépatique. 

 

 

Modèle d'ischémie de patte par ligature de l'artère fémorale 

Ce modèle est connu de notre laboratoire et a été utilisé afin d'étudier in vivo les différentes 

voies de signalisation impliquées dans l'angiogénèse et la vasculogénèse post-ischémique 

chez la souris diabétique. Une incision sur la face interne de la cuisse gauche est réalisée chez 

l'animal anesthésié. Sous loupe binoculaire, l'artère fémorale est dégagée du nerf fémoral en 

haut et de la veine fémorale en bas. La ligature de l'artère fémorale est réalisée au Prolène 5/0 

(Figure 6). La fermeture cutanée est effectuée à l'aide des agrafes de Michel. De la nourriture 

sous forme de gelée est ensuite déposée dans la cage afin de faciliter l'alimentation des 

animaux. 
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Figure 6. Modèle d'ischémie de patte par ligature de l'artère fémorale. (A) Visualisation du 

pédicule fémoral à la loupe binoculaire. (B) Ligature de l'artère fémorale. (C) Après 

fermeture de l'incision cutanée (* voie d'abord chirurgicale de l'injection intra-splénique des 

cellules CT-26). 

 

4.1.5. Cytométrie en flux 

 

Anticorps utilisés et principe de l’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 à 300g. Le surnageant 

correspondant au sérum est récupéré pour réaliser le dosage ultérieur du facteur dérivé du 

stroma (SDF-1α) par la méthode ELISA. Tous les culots cellulaires sont répartis à raison de 

30 μl par puits, chaque puits correspondant à une souris. Le culot cellulaire est suspendu dans 

6μl de solution d'immunomarquage, et 1μl de chaque anticorps est ajouté. Les cellules sont 

incubées pendant 30 minutes à 4°C et à l'abri de la lumière. 150 μl puis 200 μl de solution de 

lyse des globules rouges sont ajoutés, puis une centrifugation (2 minutes, 3000g) est réalisée 

afin d'éliminer les anticorps en excès. Le culot est repris dans 50 μl de solution 

d'immunomarquage et 50 μl de solution de fixation, et une centrifugation est réalisée. Enfin le 

culot est repris dans 300 μl de solution d'immunomarquage avant d'être analysé en cytométrie 

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

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

 

Analyse en cytométrie en flux 

Les cellules sont analysées sur le cytomètre [Analyseurs LSR II (Becton-Dickinson) ou 

Gallios (Beckman Coulter) ; Plate-forme de Cytométrie en flux de l’IFR 65, Hôpital Saint-

Antoine et Plate-forme de Cytométrie en flux de l’Hôpital Saint-Louis]. L’analyse des 

résultats a été réalisée en collaboration avec le Docteur Anne-Marie Faussat (Plate-forme de 

Cytométrie en flux de l’IFR 65, Hôpital 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 fenêtre, 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 façon à bien visualiser la population cellulaire.  

Sur l'histogramme de la fluorescence, la tension du photomultiplicateur est réglée de façon à 

ce que les cellules non marquées (le contrôle négatif qui permet de s'affranchir de 

l'autofluorescence des cellules) ainsi que les cellules incubées en présence 

d'immunoglobulines non spécifiques (le contrôle isotypique qui permet de s'affranchir de la 

fluorescence du marquage aspécifique) apparaissent négatives, entre 0 et 1 sur l'échelle 

logarithmique. La tension du photomultiplicateur ne sera plus touchée après ce réglage afin de 

ne pas faire d'erreurs sur la lecture des intensités de fluorescence des échantillons analysés.  

L'intensité de fluorescence de la population cellulaire est mesurée automatiquement par le 

cytomètre et analysée à l'aide du logiciel système (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 hématopoïétiques 

CD34+/CD45+. (A) Cytogramme représentant les diverses populations en fonction de la 

taille (SSC) et de la granulosité (FSC). (B) Stratégie de détection. a, Fenêtre éliminant les 

débris cellulaires. b, fenêtre sélectionnant les évènements CD34+. c, Fenêtre contenant les 

évènements CD34+VEGFR2+. d, Fenêtre contenant les évènements CD34+CD45+ 

(progéniteurs hématopoïétiques). 

 

4.1.6. Immunohistochimie 

 

Les prélèvements hépatiques fixés sont inclus en paraffine. Les coupes de 5 μm d'épaisseur 

sont effectuées au microtome et colorées de façon standard à l'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 utilisé. Les images ont été 

visualisées avec un microscope Zeiss (Germany) équipé d’une caméra AxioCam Icc 1 (Zeiss, 

Germany). L’analyse des prélèvements a été réalisée en collaboration avec le Docteur Jean-

Philippe Brouland (Département d’Anatomopathologie, Hôpital Lariboisière). 
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Evaluation semi-quantitative de l’immunoréactivité 

L'expression des marquages CD31 (densité du réseau micro-vasculaire) et VEGF a été évaluée 

semi-quantitativement dans le foie adjacent à la métastase hépatique et ce sur 3 coupes prélevées à 

différents niveaux du foie de l'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 à l’aide du microscope couplé à une caméra numérique. Afin de réaliser une évaluation 

semi-quantitative fiable et reproductible de l’immunoréactivité des coupes, les différentes 

séquences - de la préparation des lames avec l’automate à l’enregistrement des images - ont été 

réalisées de manière standardisée. Tous les paramètres de visualisation et d’acquisition de l’image 

sur le microscope ont été déterminés sur une première coupe de foie et ont été conservés pour 

toutes les autres coupes. Les images obtenues ont été ensuite analysées à l’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. 
60, 61

. 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 lumière 

vasculaire n’était pas un critère d’exclusion. L'expression du CD31 est exprimée en nombre 

moyen de vaisseaux marqués par coupe histologique. 

 

Figure 8. Evaluation semi-quantitative du marquage immunohistochimique au CD31 au 

grossissement x 40. (A) Enregistrement numérique de l'image histologique. (B) Comptage des 

vaisseaux à l'aide du logiciel Image J. 
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Marquage VEGF 

Nous avons utilisé une méthode basée sur la déconvolution couleur. Le principe consiste à 

calculer la contribution d’une couleur donnée au niveau d’une image couleur 
62, 63

. Nous 

avons utilisé ce principe pour étudier la contribution du DAB marron et de l’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 
64

 

et dont le but est d’isoler le marquage VEGF du fond des images histologiques à traiter 

(Figure 9).  

Globalement, on génère deux images comportant seulement les marquages des images de 

référence DAB et hématoxyline à l’aide de la déconvolution couleur. Cette étape nous permet 

d’écarter le fond de l’image de l’analyse des couleurs de référence marron et bleue liées au 

DAB et à l’hématoxyline. Puis on génère une image binaire (rouge) sur l’image de référence 

DAB. L’image est décomposée en pixels dont l’intensité lumineuse est codée par un nombre 

en 0 et 255: 0 correspondant à la valeur maximale d’intensité (pixels blancs) et 255 

correspondant à la valeur minimale (pixels rouges). Dans ce cas, plus les zones de la coupe 

auront fixé l’anticorps et réagi à la révélation, moins elles laisseront passer la lumière 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 sinusoïdes marqués rapportée à la surface totale 

d'une coupe histologique de foie.  
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 Figure 9. Evaluation semi-quantitative du marquage immunohistochimique au 

VEGF au grossissement x40. (A) Enregistrement numérique de l'image histologique. (B) 

Image hématoxyline (bleu-violet) après déconvolution couleur. (C) Image DAB (marron) 

après déconvolution couleur. (D) Image binaire (rouge) sur l'image DAB permettant 

d'estimer une surface de marquage (ici les images en rouge représentant 21% de la surface 

totale de l'image numérisée). 

 

 

4.2. Méthodologie clinique 

 

Les données cliniques et biologiques proviennent de la cohorte de patients qui ont eu une 

hépatectomie pour métastases hépatiques synchrones d'origine colorectale à l'Hôpital 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. 



 Lim Chetana – Thèse de doctorat - 2017 

 
40 

 

5. RESULTATS ET DISCUSSION 
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5.1. Microenvironnement tumoral et potentiel 

métastatique 

5.1.1. Résumé 

 

Nous savons, depuis quelques années, par des données issues de modèles expérimentaux: (i) 

que le microenvironnement tumoral du site métastatique peut être préalablement modifié à 

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 suggéré 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 hématopoïétiques et endothéliaux dérivés de la moelle osseuse, soient recrutées 

en réponse à des cytokines sécrétées par la tumeur primitive (dont le VEGF), et qu’ils 

circulent dans le sang pour se localiser dans les sites métastatiques où elles assurent des 

fonctions de néo-angiogénèse et de vasculogénèse tumorales. Tous ces résultats n’ont jamais 

été validés dans un modèle animal de métastases hépatiques d'origine colique. 

Pour simuler la présence d'une tumeur primitive dans notre modèle animal de métastases 

hépatiques, nous avons utilisé combinée un modèle d'ischémie par ligature de l'artère 

fémorale ou clampage du pédicule hépatique (modèle mimant la présence d’une tumeur 

primitive) et un modèle de métastases hépatiques obtenues par injection de cellules CT-26 en 

intra-splénique. Dans le modèle d’ischémie de patte, la ligature de l'artère fémorale induit une 

libération de progéniteurs dérivés de la moelle osseuse dans la circulation sanguine (on parle 

de mobilisation de progéniteurs). Ces progéniteurs se dirigent vers la zone ischémique pour 

participer à la néo-angiogénèse, vasculogénèse et la neurogénèse. Ainsi, dans notre modèle 

tumoral de métastases hépatiques, nous avons ajouté un modèle de ligature de l'artère 

fémorale et voulu savoir si la libération de progéniteurs endothéliaux modifiait l'angiogénèse 

hépatique et la croissance tumorale des métastases hépatiques  (Article 1). 

Nous montrons deux résultats importants: (i) En induisant la mobilisation de progéniteurs 

endothéliaux médullaires dans la circulation sanguine par un mécanisme d’ischémie par 

ligature de l'artère fémorale (à distance du foie), nous avons montré que la présence massive 
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de ces progéniteurs circulants s'associe à 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'angiogénèse au sein du parenchyme hépatique non 

tumoral, adjacent aux métastases hépatiques. Ces résultats suggèrent que le 

microenvironnement hépatique peut être modulé à distance pour être profondément permissif 

à l’angiogénèse tumorale, et par conséquent aux développements des métastases.  

Ces résultats ont été validés, dans une deuxième partie du travail expérimental, sur un modèle 

de carcinose péritonéale et un modèle 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 modèle de carcinose péritonéale  avec un index de carcinose 

péritonéale significativement plus élevé par rapport au groupe contrôle (co-injection de 

cellules tumorales et de sérum en intra-péritonéal). De même, que la co-injection de cellules 

tumorales de cancer colique murin CT-26 et de progéniteurs endothéliaux dérivées de la 

moelle osseuse en sous-cutané induit une accélération de la croissance tumorale dans le 

modèle de tumeur sous-cutanée par rapport au groupe contrôle (co-injection de cellules 

tumorales et de sérum en sous-cutané). 

Enfin, dans un troisième partie expérimentale, nous avons validé le concept de niche pré-

métastatique dans notre modèle murin de métastases hépatiques (partie «  résultats non 

publiés »). Dans notre modèle expérimental de parabiose, les progéniteurs endothéliaux 

médullaires mobilisés dans la circulation sanguine viennent se localiser dans le foie dès le 

7
ième

 jour de l'expérimentation, et ce avant l’apparition de métastases hépatiques (autour du 

21
ième 

jour dans notre modèle de métastases hépatiques). Sur la base de nos résultats 

précédemment décrits, cela suggère que ces progéniteurs endothéliaux participent à la 

formation d'une niche pré-métastatique, y développent une angiogénèse propice à 

l'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 

critère phénotypique qui définit cette population reste sujet à 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 
65

. Ce résultat a été ensuite 

confirmé par d’autres équipes 
66-71

. Ces cellules ont été appelées "cellules progénitrices 
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endothéliales" et des données ont montré qu'elles provenaient de la moelle osseuse, qu'elles 

étaient libérées en réponse à 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 l'identification de ces progéniteurs 

est la suivante : CD34, CD133 et le VEGFR2 ; sachant que chaque marqueur à lui-seul peut 

présent à la surface de plusieurs cellules du sang.  

Des données récentes montrent que des cytokines et des facteurs de croissance tels que le 

VEGF, SDF-1α, le facteur de croissance granulocytaire (G-CSF), et le MMP9 sont impliqués 

dans la mobilisation des cellules endothéliales progénitrices dans la circulation sanguine. 

Dans nos expériences (Article 1), le dosage de SDF-1α sérique à différentes intervalles de 

temps n'a pas montré de variations statistiquement significatives. Ce résultat peut être 

expliqué par le fait que les mécanismes par lesquels ces molécules activent la mobilisation des 

progéniteurs se déroulent dans la moelle osseuse.  

La principale limite de ce travail expérimental réside dans le fait que nous avons utilisé un 

modèle murin d’ischémie et non un modèle murin de tumeur colique. Cependant ce travail 

expérimental constituait une preuve de concept car il n'existe, à notre connaissance, aucunes 

données expérimentales prouvant qu'une tumeur colique soit associée à la libération de 

progéniteurs endothéliaux dans le sang. Ainsi, la mise en place du modèle murin de tumeur 

colique avec des prélèvements sanguins répétés chez le même animal pour doser les 

progéniteurs sanguins nous a paru être une procédure complexe (pour une preuve de concept) 

et risquée pour l’animal (risque de décès précoce par la complexité et la lourdeur des 

procédures chirurgicales). On aurait aussi pu utiliser un modèle murin de métastases 

hépatiques par implantation d'une tumeur au niveau du caecum car il s’agit d’un modèle 

connu du laboratoire. Mais le risque d'apparition de nodules de carcinose péritonéale locale et 

généralisée au cours de l'évolution naturelle de notre modèle tumoral risque de biaiser 

l’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 l’angiogénèse tumorale 

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

induite par une ischémie augmente la croissance tumorale et l'angiogénèse dans un 

modèle 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. 

 

 

 

 

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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5.1.3.   ARTICLE 2: L'administration de progéniteurs endothéliaux médullaires augmente la 

croissance tumorale dans les modèles 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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5.1.4.   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 

l'arrivée des cellules tumorales. Cette donnée permettrait de valider le concept de niche pré-

métastatique.  

Pour cela, nous avons réalisé deux protocoles expérimentaux. Dans un premier temps, il s'est 

avéré nécessaire d'évaluer le délai d'apparition des nodules hépatiques macroscopiquement 

visibles dans notre modèle de métastases hépatiques. Dans un deuxième temps, nous avons 

mis en place un modèle de parabiose en liant chirurgicalement deux souris au niveau leurs 

abdomens, de façon à mettre en communication le sang de ces deux souris. Le but est de 

montrer que les progéniteurs endothéliaux médullaires libérés dans la circulation sanguine de 

l'une circulent dans le sang de l'autre pour se diriger vers le foie de cette dernière. 

 

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

métastases hépatiques 

Nous avons injecté chez 15 souris, 1 x 10
6
 cellules de la lignée tumorale CT-26 en intra-

splénique. Les animaux ont été sacrifiés par groupe de trois tous les sept jours à partir du 7
ième

 

jour suivant l’injection. La présence de tumeurs spléniques nous a servi de "contrôle" et a 

montré qu'une injection de cellules tumorales viables en intra-splénique a bien été réalisée 

(Figure 10).  

 

 

Figure 10. Protocole pour évaluer l'histoire naturelle des métastases hépatiques après 

injection intra-splénique de cellules CT-26. 
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Nous n’avons pas observé de métastases hépatiques macroscopiques avant le 21
ième

 jour. Au 

21
ième 

jour, les métastases étaient présentes dans 66% des cas (n=2/3). A partir du 28
ième

 jour, 

100% des souris sacrifiées avaient des métastases hépatiques. Les métastases hépatiques 

étaient peu nombreuses (entre 1 et 4) et mesuraient quelques millimètres de diamètre. 

L’injection intra-splénique de cellules n’a pas entrainé de décès post-opératoire. Par contre, 3 

(20%) souris sont décédées spontanément après le 25
ième

 jour ; parmi elles, 2 avaient des 

métastases hépatiques (Figure 11). 

 

 

Figure 11. Histoire naturelle des métastases dans notre modèle. 

 

Niche pré-métastatique 

Une ligature de l'artère fémorale droite a été réalisée sur une première souris, que l'on nomme 

"souris ischémie de patte" et une injection intra-splénique de cellules CT-26 a été réalisée sur 

une deuxième souris, que l'on nomme "souris métastase hépatique". Ces deux souris ont été 

ensuite réopérées avec la technique de parabiose. Les souris sont successivement anesthésiées. 

Une incision cutanée est réalisée sur le flanc gauche de l'abdomen de la "souris ischémie de 

patte et sur le flanc droit de l'abdomen de la "souris métastase hépatique". Ces deux incisions 

sont ensuite anastomosées par deux hémisurjets au Prolène 5/0. La peau est fermée à l'aide 

d'agrafes de Michel (Figure 12).  
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Figure 12. Modèle de parabiose chez la souris. (A) Anesthésie de la première souris. (B) 

Réalisation de la parabiose. (C) Les deux souris sont liées chirurgicalement. 

 

 

Deux types de paires ont été réalisés. Le premier modèle 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 après 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
ième

 jours de 

l'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 contrôle.  

Le deuxième modèle 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
ième

 jours de 

l'expérimentation, les animaux ont été sacrifiés. 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") possèdent 

le marquage N-terminal du gène SRY (Sex-determining Region of Y chromosome) ont été 

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

Nous montrons les deux résultats suivants. Aux 7 et 9
ième

 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 

dès le 7
ième

 jour des progéniteurs endothéliaux mobilisés qui circulent dans le sang 

périphérique et dans le foie (Figures 13 et 14). 
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Figure 13. Les progéniteurs endothéliaux mobilisés dans la circulation sanguine par la 

ligature de l'artère fémorale vont se localiser précocement dans le foie des souris ayant 

reçu l'injection intra-splénique de CT-26. (A) Modèle expérimental 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 hépatique". 

 

 

Figure 14. Les progéniteurs endothéliaux mobilisés dans la circulation sanguine par la 

ligature de l'artère fémorale vont se localiser précocement dans le foie des souris ayant 

reçu l'injection intra-splénique de CT-26.  
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Aux 7 et 11
ième

 jours, nous mettons en évidence la présence de cellules provenant de la souris 

mâle "ischémie de patte" dans le foie des souris femelles "métastase hépatique" par 

immunohistochimie (Figure 15). Ce résultat montre que les progéniteurs endothéliaux 

mobilisés dans la circulation sanguine se localisent dans le foie, et ce avant l'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) 7ième 

jour. (B) 11ième jour.  
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5.2. Résection de la tumeur colorectale et angiogénèse des 

métastases hépatiques 

5.2.1. Objectif   

Le but de ce travail de recherche translationnelle était d'étudier la relation entre résection 

première de la tumeur primitive avant une chirurgie des métastases hépatiques et 

l'angiogénèse 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 l'expression du CD34 au sein des métastases hépatiques. L'analyse a été 

réalisée sur des pièces opératoires d'hépatectomie disponibles dans la tumorothèque de 

l'Hôpital Henri Mondor (Créteil, France). Les données cliniques et biologiques des patients 

proviennent de la série monocentrique de métastases hépatiques synchrones de l'Hôpital 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 à l'Hôpital 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). 

 

 

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 Très 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 métastatique au foie est associée à une augmentation de 

l'angiogénèse tumorale hépatique. 

 

Entre 1989 et 2013, 161 patients ont été opérés de métastases hépatiques synchrones d’origine 

colorectale à l'hôpital Henri Mondor. Tous ces malades ont eu une stratégie chirurgicale en 

deux temps: 145 patients ont eu une résection du primitif dans un premier temps puis une 

exérèse chirurgicale des métastases hépatiques dans un second temps (primitif premier) et 16 

patients ont eu une exérèse 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 

LM  

with PT 

resected  

(n = 12) 

Synchronous 

LM  

with PT still in 

place  

(n = 8) 

P 

value
 

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 

(pathology) 

41 ± 23 81 ± 43 0.01 

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 

*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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L'analyse semi-quantitative en immunohistochimie de l'expression du CD34 au sein des 

métastases hépatiques montre que la présence de la tumeur primitive au moment de 

l'hépatectomie est associée à une augmentation de l'angiogénèse tumorale au sein des 

métastases hépatiques (p < 0.0001; Figure 17). 

La médiane de survie dans le groupe "primitif premier" est significativement supérieure à 

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. 

 

 

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 

LM  

with PT 

resected  

(n = 12) 

Synchronous 

LM  

with PT still 

in place  

(n = 8) 

P value
 

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 à des 

modifications angiogéniques au sein des métastases hépatiques.  L'angiogénèse tumorale des 

métastases hépatiques est augmentée lorsque l'hépatectomie 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 
21

. Dans cette étude, l'expression des déterminants moléculaires de l'angiogénèse dans 

les métastases hépatiques et dans le parenchyme hépatique adjacent a été analysée dans trois 

situations différentes: (1) métastases hépatiques synchrones réséquées en même temps que la 

tumeur primitive (n = 6), (2) métastases hépatiques synchrones réséquées avec une tumeur 

primitive réséquée 3 à 12 mois avant (n = 10), et (3) métastases hépatiques métachrones 

réséquées (n = 14). Trois résultats majeurs se dégagent de cette étude: (i) l'activité 

d'angiogénèse traduite par l'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-mêmes, 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 suggèrent qu'en présence d'une tumeur 

primitive, le microenvironnement hépatique est un environnement favorable à l'angiogénèse 

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 
11

, et (ii) l'analyse de l'angiogénèse n'a été réalisée qu'au sein 

des métastases hépatiques et non dans le parenchyme hépatique non tumoral à proximité des 

lésions.  
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5.3. Exérèse première de la tumeur colorectale et survies 

globale et sans récidive 

5.3.1.        Résumé 

 

L'impact d'une exérèse première 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 à 2013, 161 patients avec un cancer colorectal stade IVA métastatique au foie ont eu 

une hépatectomie à l'Hôpital Henri Mondor. Nous avons analysé, de façon rétrospective, 

l'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) à 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 sévère avec des lésions hépatiques de taille plus 

importante et un taux d'ACE avant l’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 à 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 à 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 à 28 patients du groupe primitif premier. La survie globale (survie 

globale à 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 à 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 après 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 après appariement.  
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5.3.2.   ARTICLE 3: La résection première des métastases hépatiques dans les cancers 

colorectaux stade IVA est associée à 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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5.4. Exérèse première de la tumeur colorectale et 

efficacité du Bevacizumab 

5.4.1.       Résumé 

Le Bevacizumab est un anticorps monoclonal recombinant humanisé dirigé contre le VEGF 

dont le mécanisme d’action est d’inhiber l’angiogénèse. Contrairement aux antagonistes de 

l’EGFR qui agissent directement sur la cellule tumorale (et peuvent donc être prescrits en 

monothérapie), le Bevacizumab en combinaison avec différentes chimiothérapies 

cytotoxiques perturbe l’environnement tumoral et permet à 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 l’angiogénèse hépatique et créer un 

environnement favorable au développement de métastases hépatiques, nous avons voulu 

savoir si la chirurgie de la tumeur primitive était associée à une meilleure efficacité de cet 

inhibiteur de l’angiogénèse en termes de survie globale et survie sans progression. 

 De 1989 à 2013, 120 patients avec un cancer colorectal stade IVA métastatique au foie ont eu 

une chimiothérapie néo-adjuvante suivie d’une hépatectomie à l'Hôpital 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 

associée à 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 à 5 ans était 

significativement plus élevée dans le groupe Bevacizumab+ (62%) que dans le groupe 

Bevacizumab- (44% ; p = 0.04). La survie sans progression à 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 opérés de leurs métastases hépatiques en premier. 

Il s’agit de la première étude qui étudie l’impact de la chirurgie de la tumeur primitive, dans 

les cancers colorectaux stade IVA, sur la survie globale observée sous Bevacizumab. 

Cette étude a plusieurs limites. Premièrement elle est rétrospective. Deuxièmement, nous ne 

montrons pas de bénéfice en termes de survie sans progression, ce qui peut être expliqué par 

le nombre de patients inclus dans cette étude. Cependant la survie globale est le critère 

principal dans les études cliniques et en définitive celui qui importe le plus aux malades. 

Troisièmement, elle inclut des patients qui ont reçu 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 l’absence de 

différence en terme de survie globale dans ce groupe. 
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4.4.2.   ARTICLE 4: La chirurgie première de la tumeur primitive est associée à 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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6. SYNTHESE ET CONCLUSION 
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Vers une nouvelle conception du processus métastatique 

Le cancer colorectal a été longtemps considéré comme une pathologie dont l’initiation et 

l’évolution étaient directement déterminées par les altérations génétiques et épigénétiques des 

cellules tumorales 
72

. Nous savons maintenant depuis quelques années par des données issues 

de modèles expérimentaux que le processus métastatique est bien plus complexe que prévu et 

que le caractère 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 (caractère invasif) 

et à distance (potentiel métastatique) de la tumeur primitive.  

Nous pouvons faire plusieurs conclusions à partir des travaux présentés dans cette thèse de 

science. Tout d’abord nous montrons dans notre modèle murin de métastases hépatiques 

d’origine colique que si on module le microenvironnement hépatique en induisant la présence 

massive de progéniteurs endothéliaux issus de la moelle osseuse dans la circulation sanguine 

(obtenue soit par un mécanisme d’ischémie située à distance du foie (ligature de l’artère 

fémorale) ou dans le foie (clampage puis déclampage de la veine porte)), et ce sans modifier 

qualitativement ou quantitativement les cellules tumorales injectées, on accélère de façon 

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 l’angiogénèse 

tumorale (Article 1). Cependant, ces résultats ne nous permettent pas d’exclure l’hypothèse 

que la croissance tumorale des métastases hépatiques dans notre modèle puisse être aussi la 

conséquence de processus liés à l’ischémie et l’hypoxie tissulaire. Dans une expérience 

complémentaire, nous montrons que l'administration de progéniteurs endothéliaux isolés à 

partir du sang périphérique de souris ayant eu au préalable une ligature de l’artère fémorale 

accélère également la croissance tumorale dans un modèle de carcinose péritonéale et un 

modèle 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 modèle tumoral de métastases hépatiques.  

 

 



 Lim Chetana – Thèse de doctorat - 2017 

 
105 

 

Le microenvironnement hépatique est modulé par la tumeur colorectale via les 

progéniteurs dérivés de la moelle osseuse et l’angiogénèse. 

Nous nous sommes ensuite intéressés aux résultats récemment publiés en 2012 dans « Annals 

Of Surgery » par Van der Wal et al 
21

. Les auteurs ont montré qu'il y avait une différence 

d'activité de l'angiogénèse 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-même. Les auteurs ont 

conclu que pour les patients porteurs de métastases hépatiques avec une tumeur colique 

primitive en place, le parenchyme hépatique adjacent à la métastase est un parenchyme 

profondément favorable à l'angiogénèse tumorale.  

Dans ce contexte, nous pouvons faire plusieurs conclusions à partir de nos travaux 

expérimentaux. La première information est la présence d'une activité d'angiogénèse en cas de 

métastase hépatique. La seconde information est la différence d'activité de l'angiogénèse dans 

le parenchyme juxta-tumoral en cas de présence massive de progéniteurs circulants. La 

troisième information est que le réseau de densité micro-vasculaire est 1,5 fois plus important 

dans le parenchyme hépatique adjacent à la métastase dans les groupes de souris ayant eu une 

double ischémie par rapport au groupe contrôle (Article 1). Bien que l'analyse soit semi-

quantitative, nous suggérons que cette augmentation de l’angiogénèse pourrait être liée à la 

présence de ces progéniteurs endothéliaux circulants. Ce qui confirme l'hypothèse que 

l'angiogénèse hépatique n'est pas un processus exclusivement local et que des progéniteurs 

endothéliaux sont recrutés à distance pour jouer un rôle physique dans la formation des 

vaisseaux tumoraux au sein du parenchyme hépatique. Enfin nos résultats montrent que ces 

progéniteurs endothéliaux vont se localiser précocement dans le foie (résultats non publiés 

n°1), corroborant les travaux antérieurs de Kaplan et al. 
20

 et de Gao et al. 
73

 qui montrent que 

ces progéniteurs avaient un rôle 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 thèse 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 

hypothèse que nous n’avons pas directement investigué dans notre modèle murin de 

métastases hépatiques, il existe plusieurs travaux réalisés dans d’autres modèles murins de 
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tumeurs (modèle de métastases pulmonaires 
73

, métastases pulmonaires de lymphome sous-

cutanée 
20

) qui montrent qu’un cancer primitif peut produire des facteurs pro-angiogéniques 

ou des cytokines pour mobiliser des progéniteurs médullaires. 

 

La chirurgie première de la tumeur primitive pourrait diminuer le caractère 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 être posée uniquement en termes 

de complications de la tumeur primitive mais également en termes de pronostic oncologique 

et de survie à long-terme (qui reste le principal critère reflétant le bénéfice clinique pour le 

patient). Il ne s’agit pas de mettre le patient à l'abri d'une potentielle occlusion survenant sous 

chimiothérapie qui est finalement peu fréquente, mais de ne pas laisser en place la "machine à 

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 première de la tumeur colique ou rectale dans les cancers stade IV 

métastatique au foie. Cette exérèse première de la tumeur primitive pourrait limiter le 

processus métastatique en supprimant la relation entre la tumeur primitive et le 

microenvironnement des sites métastatiques.  

Nos données obtenues avec notre travail translationnel suggèrent que l’angiogénèse tumorale 

au sein de la lésion métastatique quantifiée sur les pièces d’hépatectomies est 

significativement moins importante lorsque les patients sont préalablement opérés de leurs 

tumeurs colique ou rectale (Résultats non publiés n°2). 

Nos résultats 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 après 

une stratégie foie premier (Article 3). Le corolaire de ce résultat est que si on choisit une 

stratégie foie premier, il faut probablement proposer à ces patients une chimiothérapie 
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adjuvante et réaliser une surveillance rapprochée dont l’objectif est le dépistage d’une 

récidive extra-hépatique. 

A l’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'angiogénèse. La possibilité que 

cette angiogénèse initiée au moment de la régénération hépatique module le 

microenvironnement hépatique et stimule la croissance tumorale a été étudiée dans plusieurs 

modèles 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 modèles tumoraux utilisés (modèle orthotopique ou hétérotopique, 

animaux immunodéprimés ou immunocompétents, souris ou rats), le timing choisi pour 

l’injection des cellules tumorales (avant, après ou pendant la réalisation de l’hépatectomie) et 

le type de cellules tumorales injectées. Les résultats sont similaires pour le modèle 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-même et 

indépendamment de l’hépatectomie ou de l’embolisation portale peut expliquer la progression 

tumorale. 

Comme les deux stratégies sont possibles, l'une ou l'autre peut être choisie en fonction de 

l'extension de la tumeur primitive et de l'évolutivité de la maladie métastatique hépatique. 

L'objectif principal de la stratégie onco-chirurgicale est d'aller au bout de la stratégie c’est-à-

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 deuxième localisation tumorale. L'hypothèse du microenvironnement 

tumoral nous incite à 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 
16

. 
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Les protocoles de chimiothérapie doivent cibler le microenvironnement et non plus 

uniquement les cellules tumorales. 

Des données cliniques issues d’études randomisées ont déjà confirmé l’efficacité de cette 

approche thérapeutique qui consiste à cibler l'angiogénèse tumorale. Les anti-angiogéniques 

ont prouvé leur efficacité en termes de réponse tumorale et de pronostic oncologique dans le 

cancer colorectal métastatique. 

Nous montrons par les résultats de l’Article 4 que si on choisit d’associer un anti-

angiogénique à la chimiothérapie conventionnelle péri-opératoire, il faut probablement le faire 

davantage si la tumeur primitive est réséquée en premier. Les résultats de l’Article 3 

suggèrent 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 l’angiogénèse 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 même des données fondamentales pour 

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

Les résultats expérimentaux obtenus à partir de notre modèle relevant et proche de la clinique 

confirment que les progéniteurs endothéliaux dérivés de la moelle osseuse ont un rôle 

fonctionnel (sécrétion de facteurs pro-angiogéniques modifiant à distance le parenchyme 

hépatique) et structurel (formation de nouveaux vaisseaux) dans la néo-angiogénèse 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 l'angiogénèse tumorale et donc du pronostic du malade. 

Ils pourraient aussi être utilisés dans ce contexte comme des biomarqueurs de l’efficacité des 

traitements ciblant l’angiogénèse tumorale 
52

. 

Bien qu'il n'existe actuellement aucun consensus sur les marqueurs de surface qui identifient 

ces cellules, ces cellules dérivées de la moelle osseuse pourraient à eux seuls constituer une 

nouvelle cible thérapeutique dans la lutte contre le cancer 
74, 75

. 

Enfin,  nos données expérimentales sur ces progéniteurs endothéliaux dérivés de la moelle 

osseuse pourraient nous aider à apporter des éléments de réponse à la question si 

l’ischémie/reperfusion induite par le clampage vasculaire au cours d’une hépatectomie a un 

effet délétère ou pas sur la croissance tumorale 
76-80

. Bien que les mécanismes impliqués 

soient encore mal expliquées, des publications clinques récentes ont montré l'absence 

d'impact du clampage hépatique sur la survie globale de patients opérés de métastases 

hépatiques d'origine colorectale 
81, 82

. En pratique cependant, le lien de causalité entre 

clampage hépatique et croissance des métastases hépatiques n'est pas clairement démontré, si 

bien que l'indication de cette technique chirurgicale doit rester large au cours d'une résection 

hépatique (Annexe 4).  
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