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Résume



Le cancer colo-rectal (CCR) est, avec 36500 nouveaux cas par an, au premier
rang des cancers en France. Le traitement est avant tout chirurgical et son pronostic
reste sombre avec 40 % de survie a 5 ans tous stades confondus. L’apparition de
métastases hépatiques (MH) constitue un facteur pronostique essentiel et représente
la premiére cause de mortalité chez ces patients.

Le facteur tissulaire (FT), récepteur cellulaire du facteur VII (FVII) de la
coagulation posséde un role majeur dans I'angiogéneése et le potentiel invasif des
CCR. Le FT participe a 'angiogéneése par lI'intermédiaire de sa voie protéolytique
(thrombine) ou directement par le complexe FT-FVIla. Il est exprimé par les cellules
tumorales coliques et sa corrélation avec la croissance tumorale colique est
démontreée.

Nous avons analysé I'effet de I'inhibition de la voie du FT par un inhibiteur
compétitif du facteur Vlla (FFR-VIla) dans un modéle expérimental syngénique de
MH induites chez le rat BDIX. Nous avons pu montrer que cette inhibition s’opposait
au développement de MH lorsque le FFR-VIla était injecté trés précocement dans le
processus métastatique, au stade micrométastatique. A I'inverse, lorsque le FFR-Vlla
était injecté plus tardivement, au stade de macrométastases hépatiques, nous
n’avons pas observé d’effet anti-tumoral. Le FFR-VIla a également été sans effet
anti-tumoral dans un modéle de tumeurs sous cutanées.

En conclusion, I'effet anti-tumoral du FFR-VIla dans notre modeéle pourrait étre
dd a une absence d’adhésion des cellules tumorales dans le foie. Nos résultats
suggerent que l'activité protéolytique du complexe FT-FVlla est une cible
thérapeutique dans le cancer du colon, mais souléve de nombreuses questions
guant aux mécanismes et aux conditions d’efficacité des traitements ciblant ce
complexe. D’autres mécanismes tels qu’une induction de I'apoptose dans les cellules
tumorales devront étre explorés. Enfin, une étude clinique visant a corréler le taux de

FT circulant au stade TNM du CCR est en cours.
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Introduction



Le cancer colorectal (CCR) est le cancer le plus fréquent en France et, malgré le traitement
chirurgical de la tumeur primitive, il est encore grevé d’une lourde mortalité, du fait de
I'évolution métastatique, essentiellement hépatique. En effet, si la tumeur primitive
colorectale est entierement résécable dans plus de 90 pour cent des cas, au stade de
métastases hépatiques, seule une faible proportion de patient pourra étre opérée de fagon
curative. Le devenir spontané des patients porteurs de métastases hépatiques non
résécables est de 1 a 2 % de survie a 5 ans. Ainsi, I'amélioration du pronostic viendra bien
entendu d’'une amélioration du contréle de la tumeur primitive, mais surtout des métastases
hépatiques qui représentent encore aujourd’hui la premiére cause de mortalité des patients
atteints d’'un CCR.

La prise en charge clinique du CCR doit aujourd’hui étre multidisciplinaire, incluant les
chirurgiens, les oncologues, les gastro-entérologues, les radiologues. Les résultats obtenus
par les laboratoires de recherche ouvrent la porte a de nouvelles données, et a de nouveaux
concepts, dans les domaines de la cancérogénése, de I'angiogénése, des anomalies
génétiques. Les nouvelles thérapeutiques comme I'immunothérapie, les anticorps
monoclonaux, la thérapie génique et les nouvelles molécules de chimiothérapie sont autant
de voies de recherche prometteuses. En particulier, les stratégies anti-angiogéniques
constituent une arme anti-tumorale supplémentaire dans le CCR. Il est admis qu’une tumeur
nécessite pour se développer la sécrétion par les cellules cancéreuses de médiateurs
solubles qui activent la formation de nouveaux vaisseaux. L'idée selon laquelle s’opposer a
la vascularisation d’'une tumeur pourrait constituer une nouvelle stratégie anticancéreuse a
émergé dans les années 70 avec le concept d’angiogénése tumorale formulé par Judah
Folkman [1]. La découverte en 1989 du facteur angiogénique de I'endothélium vasculaire
VEGEF et d’autres nouvelles protéases a permis d’imaginer des perspectives thérapeutiques
nouvelles.

Notre travail s’est quant a lui intéressé aux liens entre hémostase et cancer, et en particulier
au facteur tissulaire (FT) comme cible thérapeutique dans le CCR. Le lien entre hémostase
et cancer a été préssenti de longue date, depuis la premiére description de I'association
entre phlébites et cancer par Armand Trousseau en 1865 [2]. Le FT est le récepteur du
facteur VII (FVII) de la coagulation, et est I'initiateur physiologique de la cascade de la
coagulation. De nombreuses publications ont souligné son réle majeur dans le potentiel
invasif de nombreux cancers, et en particulier des CCR. Les mécanismes en jeu sont
complexes, associant vraisemblablement activation de la coagulation et génération de
fibrine, mais aussi I'activation de voies de signalisation intracellulaires, et activation de
'angiogénése tumorale. Nous avons émis I'’hypothése que le FT pourrait étre une cible

thérapeutique, et exploré cette hypothése dans plusieurs modéles de CCR chez le rat.

15



Dans une premiére partie de ce travail, nous apporterons les données de la littérature qui
nous ont permis de forger cette hypothése, et dans la seconde, nous rapporterons les

principaux résultats obtenus, que nous discuterons ensuite.
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Données de la

littérature



|. Généralités sur le cancer colorectal

. 1. Epidémiologie

Le cancer colorectal (CCR) est un probléme de santé publique. Il se situe au 4°™ rang des
cancers dans le monde avec environ 875000 nouveaux cas par an. Il représente la
deuxiéme cause de mortalité par cancer en Europe de I'Ouest et aux Etats-Unis. Sa
répartition est inégale, et on considére que les pays industrialisés (Amérique du Nord,
Europe et Australie) rassemblent 63 % de I'ensemble des cas avec un gradient d’incidence
croissant du Sud vers le Nord. La France compte parmi les pays européens ayant la plus
forte incidence (33500 nouveaux cas par an et prés de 15 % de I'ensemble des cancers) et
le CCR est le cancer le plus fréquent en France. On distingue :

- les CCR situés sur le colon proximal ou le sex-ratio (H/F) est de 1, dont I'incidence
augmente,

- ceux du colon distal dont le sex-ratio est de 1,5 dont I'incidence est stable

- et enfin les cancers de I'ampoule rectale avec un sex-ratio de 2 et dont 'incidence diminue.
Malgré cette incidence globale croissante, le nombre de décés par CCR est resté stable ces
20 derniéres années. Le pronostic s’est donc amélioré, méme si le taux de survie a 5 ans
reste médiocre, estimé a 41 % par les registres frangais [3].

On estime classiquement qu’un sujet sur 20 développera au cours de son existence un CCR.
Prés de 80 % des CCR sont sporadiques (Figure 1), I'incidence maximale se situant entre 65
et 70 ans.

Vingt pour cent sont des formes familiales. Parmi elles, des formes rares (2 a 6 % de
'ensemble des CCR) et trés bien définies, sont la polypose adénomateuse familiale (PAF) et
le cancer colorectal héréditaire sans polypose (syndrome HNPCC pour «Hereditady non
polyposis colorectal cancer »). L’age moyen d’apparition est alors plus précoce, de I'ordre de
44 ans. A c6té de ces formes familiales précoces bien définies, on reconnait maintenant que
10 a 35 % des CCR surviennent dans un contexte de prédisposition familiale. En effet, les
apparentés de patients porteurs de CCR « sporadiques » ont un risque plus élevé que la
population générale par la transmission de « génes dominants de susceptibilité non
caractérisés » [4, 5]. Le risque relatif pour les enfants de sujets porteurs de CCRestde 2a 3
fois supérieur pour les adénomes coliques et les CCR. Ce risque étant par ailleurs encore
plus important chez les enfants de patients jeunes et lorsque au moins 2 membres de la
famille sont porteurs de CCR. Une étude chez les jumeaux a montré que 35 % des CCR

étaient d0 a une transmission génétique [6].
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Figure 1 : Répartition épidémiologique des cancers colorectaux. D’aprés Kemp [7].

. 2. Anatomopathologie et anomalies génétiques

Le développement de la tumeur, a travers les différentes couches de la paroi du
colon, est déterminant pour décider la meilleure stratégie thérapeutique a mettre en oeuvre.
Les différentes couches de la paroi, de l'intérieur vers I'extérieur, sont :

- La muqueuse qui comporte un épithélium de revétement a majorité de cellules caliciformes
qui rentre dans la muqueuse en « cryptes de Lieberkihn ». Le chorion est riche en tissu
lymphoide (lymphocytes diffus et follicules lymphoides débordant vers la musculaire
muqueuse). Ce tissu est riche en vaisseaux sanguins qui permettent la récupération des
nutriments liés a la fonction d'absorption.

- La musculaire-muqueuse est une mince couche de tissu musculaire lisse.

- La sous-muqueuse est constituée de tissu conjonctif et contient le plexus nerveux de
Meissner ainsi que des vaisseaux sanguins et lymphatiques pour la muqueuse.

- La musculeuse a une disposition générale en 2 couches de tissu musculaire lisse
(circulaire interne et longitudinale externe). Entre ces deux couches se situe le plexus
nerveux d'Auerbach.

- La tunique externe, est une séreuse infiltrée de tissu adipeux.

Plus de 90% des CCR sont des adénocarcinomes c‘est a dire développés aux
dépens de I'épithélium de la muqueuse colorectale. Cet épithélium s’invagine pour former les
glandes (ou cryptes) de Lieberkiihn. Presque toutes ces tumeurs trouveraient leur origine
dans un adénome bénin ou un polype. C’est la classique séquence adénome-carcinome.

La premiére étape du développement du CCR est I'apparition d’'une hyperprolifération de

I'épithélium colique. Au plan morphologique, la premiére anomalie décelable est le foyer de
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cryptes aberrantes. Il s’agit de cryptes au calibre élargi entourées d’un épithélium épaissi
avec une mucosécrétion diminuée. Il en existe 2 formes, hyperplasiques et dysplasiques.
Les formes hyperplasiques sont caractérisées par une stratification des noyaux, une
présence de mitoses dans les deux tiers superficiels des cryptes et une raréfaction des
cellules caliciformes. Elles représentent environ 5 % des foyers de cryptes aberrantes et sont
I'équivalent de micro-adénomes. Ces foyers de cryptes aberrantes ne sont pas visibles en
coloscopie standard et leur détection nécessite I'utilisation de vidéo-endoscopes a optique
grossissante et de colorants (chromoendoscopie au bleu de méthyléne).
La prolifération anormale de cellules immatures incapables d’envahir le chorion tend a
s’accumuler dans et au dessus de la muqueuse, et aboutit a la formation de polype
adénomateux. Il s’agit d’'une véritable Iésion pré-cancéreuse qui correspond déja a
I'expansion clonale de cellules mutées. Certains polypes adénomateux vont augmenter de
taille et étre le siege de modifications morphologiques progressivement croissantes appelées
dysplasie. La dysplasie comprend des anomalies cellulaires (nucléaires et cytoplasmiques)
et architecturales. Les anomalies sont d’intensité variable, classées en dysplasie de bas et
haut grade.

Les connaissances dans le domaine de la génétique et de la biologie moléculaire des
CCR ont considérablement évolué au cours de la derniére décennie. L’émergence d’un
clone cellulaire qui prolifere, envahit et métastase malgré les différents niveaux de contréle
de l'organisme, n’est possible que par 'accumulation de nombreuses anomalies génétiques.
Le CCR est un des meilleurs exemples du processus multiétape de cancérogenése. La
description des anomalies génétiques dans les CCR en rapport avec I'expression des
facteurs angiogéniques et en particulier du FT sera abordée plus loin (Chapitre VII).
Les génes touchés par ces anomalies (génes cibles) sont potentiellement tous les génes qui
contrdlent le cycle cellulaire, 'apoptose, la migration cellulaire et tous les phénoménes de la
cancérogenése. On distingue les oncogénes et les génes suppresseurs de tumeur.
Les proto-oncogénes ont une action positive sur la prolifération cellulaire. Leurs versions
mutées (oncogenes) sont actives de fagon excessive ou inappropriée. Il suffit de la
modification d’une seule copie du géne pour activer un oncogéne. Le plus impliqué dans le
CCR est KRAS2 (K-ras).
Les génes suppresseurs de tumeur au contraire ont une action négative sur la prolifération
cellulaire. Les deux copies du géne doivent étre modifiées pour qu’il perde sa fonction
inhibitrice. Les génes suppresseurs de tumeur les plus impliqués dans le CCR sont APC
(Adenomatous Polyposis Coli), TP53 (géne de la protéine p53) et DCC (Deleted in
Colorectal Cancer) [8]. L’activation de K-Ras et l'inactivation de la protéine p53 ont en plus

de leurs roles dans la cancérogenése colique, une probable action proangiogénique par
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laquelle le systéme vasculaire de I'h6te participe a la croissance tumorale et a la diffusion
métastatique [9].

Les anomalies génétiques touchant les génes cibles sont au nombre de 3 :

- anomalies chromosomiques : les segments les plus fréquemment perdus dans le CCR sont
le bras long du chromosome 5 (5q, contenant APC), le bras court du 17 (17p, contenant
p53), le bras long du 18 (18q, contenant DCC).

- anomalies nucléotidiques : elles peuvent entrainer un gain de fonction (pour les
oncogénes) ou une perte de fonction (pour les génes suppresseurs de tumeur).
-anomalies épigénétiques : en particulier méthylation du promoteur d’'un géne blocant sa
transcription.

A coté de ces anomalies génétiques, ont été identifiées des instabilités génétiques :

-chromosomique, la plus fréquente dans le CCR (80 % des tumeurs sporadiques).
Elle entraine des anomalies de nombre des chromosomes et des pertes alléliques
fréquentes. De plus, les pertes alléliques sont fréquemment associées a des mutations de
TP53 ou d’APC conduisant a une inactivation des deux copies de ces génes suppresseurs.
Le ou les génes responsables de cette instabilité chromosomique ne sont pas encore
connus, mais il pourrait s’agir entre autres du gene APC, dont la protéine joue un rdle dans
la ségrégation des chromosomes lors de la mitose [10].

-nucléotidique, due a I'inactivation d’'un systéme de réparation de 'ADN. Deux
systémes de réparation différents ont été impliqués dans la cancérogenése colique : le
systéme de réparation des mésappariements de bases (genes MMR pour MisMatch Repair)
(MLH1et MSH2, mais aussi hMSHG6, PMS2 et MLH3), et le systéme de réparation par
excision de bases (BER). La déficience du systeme MMR est responsable de mutations
fréquentes dans des séquences répétées de nucléotides de 'ADN, appelées microsatellites.
Les mutations touchent des génes cibles contenant des microsatellites : le géne du
récepteur de type Il du TGF, le géne suppresseur de tumeur BAX, dans certains cancers
familiaux mais aussi dans 15 % des tumeurs sporadiques. Le géne dont les mutations sont
retrouvées dans le CCR est MUTYH (pour Mut Y Homologue ou MYH). Elle n’est pour le
moment, retrouvée que dans un type de cancer héréditaire (MAP, polypose associée a
MYH), mais la découverte de son implication dans les CCR est récente [11, 12]. La
déficience du BER est responsable d’'une sensibilité accrue aux lésions oxydatives, avec des
mutations spécifiques.

- épigénétique, qui concerne 20 a 30 % des tumeurs sporadiques. Cette voie de
carcinogenése intéresse les tumeurs de phénotype CIMP (pour CpG Island Methylator
Phenotype). Celui-ci entraine I'inactivation de nombreux génes suppresseurs de tumeur par

hyperméthylation de leurs promoteurs.
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De nombreuses mutations ont, d’autres parts, été décrites dans certaines formes de cancer

familial. Elles ne seront pas détaillées ici.

|. 3. Histoire naturelle, classification des CCR, bases thérapeutiques

Le risque d’évoluer vers un cancer est d’autant plus important que la dysplasie est sévére,
de haut grade. Lorsque les anomalies cellulaires et architecturales sont majeures mais que
la membrane basale n’est pas franchie par les cellules tumorales on utilise le terme de
cancer in situ ou cancer intra-épithélial. L’effraction de la membrane basale périglandulaire
avec invasion du chorion muqueux définit I'’étape de transformation adénocarcinomateuse. |
est habituellement admis de réserver le terme d’adénocarcinome invasif aux Iésions qui
dépassent la musculaire muqueuse. Il n'y a pas de capillaire lymphatique dans le chorion
superficiel de la muqueuse colorectale, et le risque de métastase est faible pour les tumeurs
qui n’ont pas dépassé la musculaire muqueuse. Aprés franchissement de la musculaire
muqueuse, le foyer d’adénocarcinome s’étend progressivement en profondeur dans la paroi
colorectale, d’abord dans la sous-muqueuse, puis dans la musculeuse, puis dans la sous-
séreuse et le cas échéant dans la séreuse. L'extension en profondeur de 'adénocarcinome
est un facteur pronostique important et doit étre évaluée, conformément aux
recommandations de la conférence de consensus de janvier 1998 sur le cancer du colon,
selon la classification TNM (Tumor — Node — Metastasis) (Figure 2).

A un stade tardif de I'évolution du CCR, les cellules malignes génétiquement instables
accumulent les mutations et certains clones acquiérent la capacité de métastaser. La
localisation principale des métastases a distance est hépatique par voie hématogéne, via la

circulation porte.
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T (tumeur)

Tis : développement intra-épithélial ou chorion

T1 : extesion sous-muqueuse

T2 : extension musculeuse

T3 : extension a travers la muscularis propria dans la sous-séreuse ou dans les tissus
péricoliques non péritonealisés.

T4 : extension a I'organe ou structure de voisinage et/ou perforation du péritoine viscérale

N (ganglion)

NO : pas de métastase ganglionnaire
Nx : ganglions non évalués ou moins de 8 ganglions examinés

N1 : 1 a 3 ganglions métastatiques régionaux

M (métastase) ou N2 (4 ganglions métastatiques régionaux ou plus)

MO : pas de métastase

M1 : métastases a distance (dont ganglions sus-claviculaires)

Figure 2 : Classification TNM (6e version de 2002).

A partir des données de la classification TNM, les cancers du célon sont classés en 4 stades

par I'UICC (Union Internationale Contre le Cancer) (Figure 3). Les chances de guérison

varient considérablement du stade | au stade IV. Pour chacun des stades est noté entre

parenthéses le taux de survie a 5 ans [13]. La stratégie thérapeutique est également adaptée

a chacun de ces stades.
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Stade | (93,2%): T1-T2 NO MO
Stade Il : T3-T4 NO MO

Stade IlA (84,7%) : pT3 NO MO
Stade IIB (72,2%) : pT4 NO MO
Stade Il : tous T N1-N2 MO
Stade IlIA (83,4%) : pT1-T2N1MO
Stade IIIB (64,1%) : pT3-T4N1MO
Stade IlIC (44,3%) : tous T N2MO

Stade IV (8,1%) : métastases a distance

Figure 3 : Stadification de 'UICC. La lettre « p » signifie que la stadification a été réalisé sur la
piece opératoire. En fonction du contexte dans lequel la classification est réalisée (urgence, piece

opératoire, écho-endoscopie pré-opératoire) le stade TNM est précédé des lettres u, p ou us.

L’extension lymphatique revét avec I'extension veineuse et nerveuse une importance
pronostique considérable. L’envahissement ganglionnaire concerne environ 1/3 des cancers
coliques et varie selon I'extension en profondeur de la tumeur (0 % pour les tumeurs in situ,
3 a 10 % pour les tumeurs atteignant la sous-muqueuse et 60 % au dela). L’extension
ganglionnaire se fait de proche en proche et I'extension discontinue est I'exception. Les
métastases ganglionnaires a distance sont pratiquement toujours précédées par des
métastases paratumorales.

L’envahissement des veines situées au contact de la tumeur réalise de véritables
thromboses dont le caractére pronostique péjoratif est comparable a celui de
'envahissement lymphatique. Il en est de méme de I'envahissement nerveux des différents
plexus de la paroi colique.

L’apparition de métastases hépatiques (MH) au cours de I'évolution d’'un CCR constitue un
véritable « événement pronostique » et représente la premiére cause de mortalité. On
consideére en effet que le pronostic de ce cancer est lié au développement et a la progression
de la maladie métastatique hépatique plus qu’a celui de la tumeur colorectale primitive, qui
est le plus souvent résécable [14]. Les métastases pulmonaires, cérébrales, osseuses, sont
beaucoup plus rares. Lors du diagnostic initial de CCR, environ 25% des patients présentent
des MH [15, 16] et plus de 50 % des patients développeront des MH au cours de I'évolution
de leur maladie. Une récente étude écossaise sur 3200 patients opérés de CCR entre 1991
et 1994 a montré qu’1 patient sur 5 présentait une tumeur localement avancée ou une
maladie métastatique lors du diagnostic initial [17].

Avec I'aide des moyens d’imagerie actuels, la proportion de MH synchrones (diagnostic

simultané a celui de la tumeur colorectale ou dans les 3 mois) a augmenté.
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Une étude récente a montré que parmi 13000 patients porteurs d’'un CCR, la proportion de
MH synchrones est passée de 12,9 & 17% entre 1976 et 2000 alors que la proportion de MH
métachrones (délai de découverte des métastases supérieur a 3 mois avec la tumeur
primitive) est descendue de 19,8 a 12,2% [18]. Les patients sont donc mieux classés au
départ en stades TNM, ce qui contribue a 'amélioration de la survie lorsque la chirurgie est

curative [19].

Il. Principes actuels du traitement chirurgical

1. 1. Les régles carcinologiques de colectomie

La chirurgie demeure le traitement essentiel du CCR.

Les principes carcinologiques concernant I'extension de I'exérése digestive en fonction du
siege de la tumeur et I'étendue du curage ganglionnaire ont été établis depuis longtemps et
ne font plus I'objet de controverse [20]. Les principes de I'exérése a visée curative d’un
cancer colique quel qu’en soit le siege comportent deux régles fondamentales :

- Elle est toujours associée a un curage ganglionnaire emportant le territoire de
drainage lymphatique correspondant ; L’examen d’au moins 8 ganglions dans le
produit du curage est nécessaire a I'évaluation correcte du statut ganglionnaire
pour la conférence de consensus francaise [3] et d’au moins 12 pour 'UICC [21].

- La section du tube digestif doit emporter au moins 5 cm de célon
macroscopiquement sain de part et d’autre de la tumeur.

En revanche, I'intérét d’associer a cette exérése un curage ganglionnaire extensif (iliaque
primitif et latéro-aortique) n’est pas démontré. La ligature premiére des vaisseaux avant toute
dissection limite en théorie 'essaimage des cellules cancéreuses par voie portale, mais son
intérét n’est pas démontré. Cette notion remonte a des travaux anciens dans les années
soixante [22] mais n’a jamais été confirmée. De la méme facon, I'exclusion de la tumeur
primitive par ligature colique de part et d’autre de la tumeur qui limiterait la dissémination des
cellules cancéreuses par voie intra-luminale colique, n’a pas démontré son efficacité.
Cependant, la manipulation tumorale pendant la dissection chirurgicale a été rendue
responsable d’'une dissémination de cellules tumorales accrue a partir de la tumeur primitive
[23]. L’incidence des MH aprés éxérése de la tumeur primitive peut étre expliquée par la
croissance de micro-MH initiallement méconnues ou le développement de cellules tumorales
disséminées lors de la chirurgie de la tumeur colique. La mise en place de stent colique a
également été rendue responsable d’une augmentation des cellules tumorales circulantes
[24]. Ces micro-MH sont difficiles a détecter. Les techniques de RT-PCR (reverse

transcriptase polymerase chain reaction) ont montré une grande sensibilité dans la détection
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des cellules tumorales disséminées d’origine colorectale [25-28]. Une étude récente a méme
montré I'intérét pronostique de la présence de telles cellules tumorales circulantes dans le
sang veineux périphérique détectées en RT-PCR dans les 24 premiéres heures suivant la
résection chirurgicale, sur l'incidence des récidives [29]. Il a été montré qu’il existait des
cellules tumorales circulantes chez 80 % des patients qui bénéficiaient de I'éxérése a visée
curative de MH. Trente sept % des patients avaient également des cellules tumorales libres
intra-hépatiques [30]. Les cellules tumorales intra-hépatiques peuvent provenir d’'une
migration par voie hématogéne mais également de communications vasculaires intra-
hépatiques entre I'artére hépatique et la veine porte au niveau du sinusoide hépatique [31].
La recherche per-opératoire et I'étude du ganglion sentinelle proposée initialement dans les
cancers de la verge, les mélanomes cutanés et les cancers du sein, pourrait permettre un

« ultrastaging » de 12 a 15 % des tumeurs initialement classées pNO. Cependant, la valeur
pronostique de ces micro-métastases ganglionnaires reste trés débattue et I'intérét d’'une
chimiothérapie adjuvante dans ce sous-groupe de tumeurs n’est actuellement pas démontré
[32, 33].

Au moins 7 études prospectives randomisées ont montré la faisabilité et le bénéfice de la
laparoscopie dans la colectomie pour cancer colique [34-40]. La laparoscopie a fourni les
mémes résultats que ceux de la chirurgie ouverte en terme de morbidité, de mortalité et de
qualité de vie, avec toutefois un meilleur "confort" post-opératoire immédiat et une morbidité
pariétale probablement moindre. La reprise du transit et la durée d’hospitalisation ont été
plus courtes dans le groupe de patients opérés par laparoscopie.

La laparoscopie a permis de reproduire une colectomie carcinologique analogue a celle faite
en chirurgie ouverte, sans majorer le risque opératoire, ni le taux de récidives dés lors que le
chirurgien a fait I'objet d'une formation adéquate. Enfin la chirurgie laparoscopique ne doit
s'adresser qu'aux tumeurs de petite taille et a celles ne franchissant pas la paroi de l'intestin,
les contre-indications étant les tumeurs T4 envahissant les structures anatomiques de
voisinage pour lesquelles la recommandation est I'exérese " mono-bloc " en laparotomie.
Lorsqu’il existe des MH synchrones, c'est-a-dire découvertes en méme temps que la tumeur
primitive, non résécables et sans espoir de résécabilité ultérieure et en I'absence de
complication locale (occlusion, perforation, hémorragie...), la résection initiale de la tumeur

primitive colique n’est pas recommandée.

Il. 2. Traitement chirurgical des métastases hépatiques

Actuellement, le seul traitement curatif des MH est représenté par I'exérése chirurgicale par
métastasectomie ou hépatectomie avec un taux de mortalité dans les centres experts

inférieur a 3 %. Il N’y a pas de réel consensus quant a la résection hépatique synchrone ou
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en 2 temps de la tumeur primitive colique. La tendance actuelle est de proposer chaque fois
que I'expérience du chirurgien le permet, la résection hépatique dans le méme temps que
'exérése colique [41-43].
Le taux de survie est alors de 26 a 51 % a 5 ans [15, 44]. Cependant, seul 10 a 20 % de
'ensemble des patients porteurs de MH pourront étre opérés [45-47]. Le taux de survie a 5
ans pour les patients porteurs de MH non opérés, traités par chimiothérapie seule, est
inférieur a 3 % [15]. Le pronostic est directement lié a la diffusion des MH au sein du
parenchyme hépatique. Ainsi, la médiane de survie est de 21, 15 et 12 mois pour
respectivement une MH unique, des MH unilobaires (localisées a un seul lobe hépatique) et
des MH bilobaires (réparties dans les 2 lobes hépatiques) inopérables [48]. Les nouvelles
chimiothérapies comme I'oxaliplatine et 'irinotecan ont amélioré le pronostic mais la médiane
de survie reste d’environ 16 mois [49].
Les principales contre-indications a la résection sont :
- Le mauvais état général des patients et les comorbidités associées rendant
I'intervention chirurgicale déraisonnable
- La quantité insuffisante de parenchyme hépatique restant si la résection est
décidée

- La diffusion extra-hépatique de la maladie.

Il. 3. Embolisation portale pré-opératoire (EPPQO)

Une des principales limitations a la résection est l'insuffisance de parenchyme hépatique
fonctionnel aprés chirurgie. On considére qu’en deca de 30 % de I'ensemble du volume du
foie, le risque d’insuffisance hépatique post-opératoire est majeur. LEPPO permet une
atrophie du lobe hépatique homolatéral et une hypertrophie compensatrice du lobe
controlatéral. Cette EPPO a permis dans une série a 63 % de patients jugés initialement non
résécables d’étre finalement opéré. Le taux de survie a 5 ans était comparable a celui des
patients ayant bénéficié d’'une résection d’emblée [50]. L'EPPO a réduit le nombre de

récidives intra-hépatiques apres résection [51].

1. 4. Méthodes de destruction locale des MH

Lorsque la chirurgie d’exérése est contre-indiquée, ces méthodes de destruction locale
(employées seules ou associées a la chirurgie) constituent une alternative a la
chimiothérapie palliative. Cela dit, la frontiere entre ces différentes méthodes a tendance a
disparaitre et actuellement une chimiothérapie dite palliative peut conduire vers la résection

d’'une métastase jugée initialement non résécable. Parmi ces méthodes de destruction locale
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on note la radiofréquence [52, 53], la cryothérapie [54, 55], les ultrasons de haute intensité
[56, 57], le laser [58] et les micro-ondes (2450 MHz) [59].

Le principe de la cryothérapie est de provoquer une destruction tissulaire par I'utilisation de
trés basses températures. Les résultats entre résection hépatique seule et résection
hépatique associée a une cryothérapie, ont été similaires en terme de médiane de survie
[60].

La radiofréquence (RF) est la méthode la plus répandue. Une échographie per-opératoire
guide l'aiguille de RF au sein de la MH. Cette aiguille génére une hyperthermie locale entre
70 et 100°C, aboutissant a la destruction des cellules tumorales par dénaturation protéique
et Iésions microvasculaires. La destruction compléte de la MH est confirmée en
tomodensitométrie par une plage d’hypodensité stable dans le temps.

La médiane de survie dans une analyse rétrospective a été de 37 mois dans le groupe RF
(versus 41 mois dans le groupe chirurgie) [61].

Une comparaison rétrospective entre RF et ré-hépatectomie pour récidive de MH a montré
des résultats similaires entre les deux techniques [62]. Le taux de survie a 4 ans pour des
MH non résécables traitées par RF ou chimiothérapie seule a montré un bénéfice en faveur
de la RF (22 % versus moins de 15 %, p<0,005) [63]. Adam a montré chez des patients
porteurs de MH non résécables, aprés chimiothérapie néoadjuvante par 5FU, Leucovorine et
Oxaliplatine ou Irinotecan, qu’une attitude agressive pouvait donner des résultats
satisfaisants. En effet, chez les patients répondeurs a la chimiothérapie, une hépatectomie
majeure était réalisée emportant le lobe hépatique le plus atteint par les MH. Les MH
controlatérales étaient traitées par RF. Ainsi, 12,5 % des patients devenaient opérables avec
un taux de survie a 5 ans de 33 % [64].

Aprés destruction locale de MH, la chimiothérapie n’a pas fait la preuve de son efficacité.

1. 5. Facteurs pronostiqgues des MH

Méme en cas de résection compléte des métastases (R0), 75 % des patients présenteront
une récidive des MH. Différents scores ont été proposé avec comme double but, la sélection
des meilleurs candidats a la chirurgie et le pronostic de cette chirurgie. Fong a sélectionné 5
critéres préopératoires a partir de 1001 patients opérés a visée curative : un taux d'ACE
supérieur a 200 ng / ml, un nombre de métastases supérieur a 1, une taille de la plus grande
métastase supérieure a 5 cm, un envahissement ganglionnaire de la tumeur initiale et un
intervalle libre de moins de 12 mois. Chaque paramétre compte pour 1 point. Le taux de
survie a 5 ans a varié de 60% (score 0) a 14% (score 5), en passant par 40% (score 1-2) et

20% (score 3-4). Les auteurs ont conclu a I'efficacité de la chirurgie seule pour les scores
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inférieurs a 2, l'importance d'un traitement adjuvant a la chirirgie pour les scores 3-4, et la
nécessité d'essai thérapeutique pour les scores 5 [65].

La progression tumorale des MH sous chimiothérapie a été montrée comme un facteur
pronostique particuliérement défavorable méme en cas de chirurgie hépatique apparemment
curative [66].

Une étude récente a cependant nuancé I'importance de certains facteurs pronostiques. Par
exemple, le nombre de MH a peu influencé le taux de survie a 5 ans, et I'espérance de vie
aprés résection chirurgicale chez les patients porteurs de 4 MH ou plus a été équivalente a
celle des patients porteurs d’'une MH solitaire [44].

La dissémination extra-hépatique des lésions coliques secondaires représente une classique
contre-indication a la résection chirurgicale. Cependant, Elias a récemment montré que
lorsque ces localisations extra-hépatiques (métastases pulmonaires, ovariennes,
ganglionnaires hépatiques) pouvaient étre réséquées dans le méme temps que les MH, le
taux de survie a 5 ans était équivalent entre les groupes avec et sans localisations extra-
hépatiques. Plus que la localisation, c’était le nombre total de métastases qui influait sur le
pronostic [67].

Dans une étude prospective récente rapportée par Jaeck, I'impact pronostique de
I'envahissement ganglionnaire du pédicule hépatique a également été discuté. Lorsque
'envahissement ganglionnaire était limité au ligament hépato-duodénal et a la portion rétro-
pancréatique, le taux de survie aprées résection était significativement meilleur qu’en cas
d’envahissement ganglionnaire autour de I'artére hépatique commune et du tronc coeliaque
(38 % vs 0 %, p <0,001) [68, 69].

Plus que la notion de marge minimum de 1cm, la validation histologique de marge saine
parait primordiale pour le contrdle local. Elias a montré qu'en cas de marge inférieure a
10mm, il n'existait pas de différence pronostique entre une marge comprise entre 0-4mm et
5-9mm [70]. Ces résultats ont été plus récemment confirmés par Pawlik [71]. Méme lorsqu'’il
existait un envahissement microscopique des marges (R1) le taux de survie a 5 ans a été de
17 %.

Le foie est le site de récidive le plus fréquent et reste un site unique de récidive dans environ
30 % des cas [72, 73]. Il a été montré que les re-hépatectomies pour récidive avaient le
méme taux de morbi-mortalité et le méme pronostic que la premiére résection hépatique [74,
75].

L’invasion et la diffusion métastatique ne sont pas seulement le fait de caractéristiques
propres a la tumeur mais dépendent également de I'environnement péri-tumoral. Ainsi, la
réponse inflammatoire de I'h6te est un élément de plus en plus déterminant dans la
progression tumorale [76, 77]. Un taux plasmatique de C Reactive Protein (CRP) au-dela de

10 mg/l a été corrélé a un taux de mortalité supérieure et un taux de récidive plus important,
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indépendamment du stade de Duke, chez des patients opérés a visée curative [78-80]. De
plus, I'élévation plasmatique de la CRP, en association avec le stade TNM, était corrélé a la
survie [81, 82]. Chez des patients opérés de MH de CCR, un taux plasmatique élevé de CRP
préopératoire a été associé avec un taux de survie inférieur. La survie moyenne a été de 19

et 43 mois lorsque respectivement la CRP préopératoire était élevée ou normale [83].

Ill. Apport de la chimiothérapie

I1l. 1. Définition des chimiothérapies adjuvantes, néoadjuvantes et palliatives

La chimiothérapie adjuvante se définit comme une chimiothérapie « préventive » des
métastases, en I'absence de métastase identifiée au moment de la chirurgie de la tumeur
primitive. En situation adjuvante, le traitement est utilisé aprés la chirurgie, dans le but
d’éradiquer les cellules cancéreuses restantes et d’augmenter le taux de guérison.

Le traitement adjuvant offre, non seulement I'espoir d’'augmenter la durée de vie des
patients, mais également d’obtenir une guérison compléte sans rechute de la maladie. Ainsi,
la chimiothérapie adjuvante s’oppose a la chimiothérapie palliative (réalisée lorsque les
Iésions tumorales (coliques ou hépatiques) ne sont pas résécables), qui n’a, quant a elle,
I'ambition que de prolonger la survie.

La chimiothérapie néoadjuvante (CTNA) est réalisée avant la chirurgie dans le but de
contréler la diffusion métastatique en période pré-opératoire. Une CTNA doit donc étre

considérée comme un « pré-traitement » avant une chirurgie dont l'intention reste curative.

Ill. 2. Chimiothérapies adjuvantes actuelles

Il est clairement établi que les CCR de stade Ill de 'UICC (N+) doivent faire I'objet d'un
traitement adjuvant a base de 5 fluoro-uracile (FU) - acide folinique [84]. Le 5 FU est un
anticancéreux de la classe des antimétabolites. Il freine la mitose cellulaire, prend la place
de l'uracile dans les désoxyribonucléotides. Le désoxyribonucléotide du 5-FU inhibe la
thymidilate synthétase empéchant la méthylation de I'acide désoxyridylique en acide
thymidylique et interfére donc dans la biosynthése de I'ADN.

Une telle chimiothérapie adjuvante diminue I'incidence des récidives et prolonge la survie
[85, 86]. Il a également été constaté qu'il existait un bénéfice de survie pour les stades Il (NO)
mais avec un effet moindre que pour le groupe précédent. Les progrés d'aujourd’hui sont en
rapport avec l'utilisation de nouvelles molécules : Irinotecan, Oxaliplatine et les

fluoropyrimides orales.
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L'irinotécan (Campto®), dérivé semi-synthétique de la camptothécine, est un cytostatique
inhibiteur spécifique de I'ADN topoisomérase |. Cette inhibition entraine des lésions de
I'ADN, qui bloquent la fourche de réplication et sont responsables de I'activité cytotoxique.
Celle-ci est fonction du temps de contact avec les cellules, et spécifique de la phase S. Dans
la plupart des tissus, l'irinotécan est métabolisé par les carboxylestérases en un métabolite
actif, le SN-38. Celui-ci est plus actif que l'irinotécan sur la topoisomérase | purifiée et plus
cytotoxique sur diverses lignées de cellules tumorales murines ou humaines.

L’oxaliplatine (Eloxatine®), est un antinéoplasique de type alkylant. Il inhibe la synthése et la
réplication de ’'ADN par formation de ponts intrabrins entre 2 guanines adjacentes.

La capecitabine (Xeloda®) est une pro-drogue qui appartient & la famille des
fluoropyrimidines. Aprés administration par voie orale elle est métabolisée dans I'organisme
en 5-FU, le produit actif qui lui-méme est métabolisé en plusieurs métabolites actifs ou
inactifs.

La comparaison entre le traitement standard LV5FU2 (5 Fluoro-Uracile et acide folinique
selon le shéma de deGramont [87]) seul ou associé a I'oxaliplatine (protocole Folfox4) a
montré une réduction des rechutes a 3 ans et a 4 ans respectivement de 23 % et de 24 %
dans le groupe Folfox4 confirmant la supériorité du protocole Folfox4 sur le traitement
standard. Ces résultats ont permis d’obtenir en 2004 une autorisation de mise sur le marché
pour I'oxaliplatine dans l'indication de traitement adjuvant du cancer colique au stade lIl.
L’indication d’une chimiothérapie adjuvante pour les stades Il du cancer colique doit se
discuter au cas par cas [88].

L’adjonction d’Irinotecan en situation adjuvante n’a pas montré sa supériorité par rapport au
traitement standard par LV5FU2.

Les fluoropyridines orales (Capecitabine, Xeloda®) ont montré une efficacité au moins
équivalente a celle du traitement standard par LV5FU2 en situation adjuvante pour les
cancers coliques de stades lll. L'incidence des récidives et la survie ont en effet été
meilleures sans toutefois atteindre le seuil statistique de significativité. La forme orale a
d’autre part été mieux acceptée par les patients que la voie intraveineuse [89, 90]. Ces
résultats ont validé I'indication en mars 2005 du Xeloda® dans le traitement adjuvant des
cancers coliques de stade Il [91]. Cependant, plus que la voie d’administration orale ou IV,

ce sont les effets indésirables qui ont influencé le plus la préférence des patients [92].

I1l. 3. Chimiothérapie néodjuvante (CTNA)

L'avenir proche sera probablement de rendre opérables des malades ayant des Iésions
initialement non résécables. C’est le but de la CTNA, en cours d’évaluation. Méme chez les

patients ayant d’emblée des Iésions résécables, la CTNA semble augmenter le taux de
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résection RO (résections complétes) et facilite les hépatectomies limitées. Cette CTNA
pourrait également sélectionner les bons candidats a la chirurgie en excluant les patients
avec une maladie métastatique trés évolutive. Enfin, elle pourrait étre utilisée comme un test
de chimio-sensibilité pour adapter une chimiothérapie post-opératoire [64]. Les nouvelles
associations combinant 5FU, Leucovorine (folinate de calcium, le sel calcique de I'acide
folinique), Oxaliplatine et Irinotecan qui ont montré leur supériorité sur les associations
classiques LV5FU2 en situation adjuvante, semblent étre également les plus efficaces en
situation néo-adjuvante [93-96].

A coté de la voie systémique, la CTNA par voie intra-artérielle (cathéter introduit dans l'artere
gastro-duodénale) a montré un taux de réponse important lorsqu’elle était utilisée en
premiére ou deuxieéme ligne [97, 98]. Les termes de « premiére ou deuxieme ligne de
chimiothérapie » définissent les protocoles de chimiothérapie utilisés en premiére ou
deuxiéme intention, étant entendu qu’'une deuxiéme ligne de chimiothérapie vient remplacer
une premiére ligne inefficace ou mal supportée.

Les bons candidats a une CTNA intra-artérielle sont les patients avec des MH isolées, en
bon état général, sans ascite ni hyperbilirubinémie [98-100].

Plus réecemment ont été développées des molécules a visée antiangiogénique. Deux
nouvelles molécules, I'Avastin® (Bevacizumab) et I'Erbitux® (Cetuximab), des anticorps
monoclonaux dirigés respectivement contre le VEGF (Vascular Endothelium Groth Factor) et
'EGFR (Endothelial Groth Factor Receptor), ont obtenu I'autorisation de mise sur le marché
en 2004 et 2005 dans les CCR métastatiques en association avec une chimiothérapie
classique [101-104]. L’Avastin® est un anticorps monoclonal de type IgG1 qui se lie au VEGF
et inhibe de ce fait la liaison du VEGF a ses récepteurs, Flt-1 (VEGFR-1) et KDR (VEGFR-
2), situés a la surface des cellules endothéliales, aussi bien in vitro qu'in vivo. Il est constitué
d'une partie constante d'origine humaine et d'une partie variable d'origine murine.

L’Erbitux® est un anticorps monoclonal chimérique homme-souris qui se lie spécifiquement
au domaine extra-cellulaire du récepteur du facteur de croissance épidermique humaine
(EGFR). Il est composé de la région Fv d'un anticorps murin anti-EGFR et des régions
constantes IgG1 humaines (chaines lourdes et kappa). Il est produit par culture cellulaire
d'un myélome murin. Le Cetuximab se lie spécifiquement avec le récepteur de I'EGF (HER1
ou c-ErbB-1) qui est présent a la fois sur les cellules normales et tumorales et inhibe la
liaison du facteur de croissance EGF et du TGF-a. Le blocage du récepteur entraine la non-
activation des kinases associées au récepteur, une inhibition de la croissance cellulaire, une
induction de I'apoptose, une diminution des métallo-protéinases de la matrice extra-cellulaire
et une diminution de la vascularisation.

Les principes sous-jacents a cette utilisation seront développés plus loin (Chapitre VI), ainsi

que leurs limites.
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Ill. 4. Chimiothérapie palliative

Lorsque la ou les MH sont jugées non résécables, une chimiothérapie palliative constitue
alors le seul recours possible. Cependant, la notion de chimiothérapie palliative a tendance a
se transformer ces derniéres années et on considére actuellement que des patients dont les
MH sont jugés initialement non résécables doivent étre réévaluer pour détecter ceux qui
deviennent secondairement opérables. Une récente étude prospective, randommisée, a
montré avec I'association de nouvelles molécules (oxaliplatine et irinotecan, protocole
FOLFOXIRI), un taux de réponse globale de 60 %, une survie médiane de 22,6 mois et une
possibilité de résection secondaire compléte des MH dans 36 % des cas [105]. Ceci au prix

d’une toxicité importante essentiellement neurologique et hématologique.

Lorsque les possibilités de résection chirurgicale des MH sont dépassées, on pergoit donc
toutes les insuffisances des traitements chimiothérapeutiques qui, méme s’ils constituent une
solution encourageante, restent d’efficacité médiocre et non sans toxicité. Tout doit donc étre
fait en amont du processus métastatique pour tenter de s’opposer a I'apparition des MH.
Ceci passera par 'amélioration des traitements dits adjuvants ou néo-adjuvants, mais
également par une meilleure compréhension de la physiopathologie méme du processus

tumoral et métastatique.

IV. Physiopathologie du processus tumoral

Une tumeur est un ensemble disparate mais coordonné, constitué d’'une population cellulaire
hétérogene dont une partie seulement est cancéreuse. Le tissu d’'accompagnement est
modifié si on le compare a celui du tissu sain. |l existe donc un processus adaptatif qui a
permis de définir le « stroma des cancers » comme I'ensemble des structures
mésenchymateuses modifiées qui soutient les cellules cancéreuses [106].

Dans la majorité des cas, la tumeur est constituée d’'un épithélium « malade » et d’un tissu
de soutien « influencé » qui en font une structure complexe. A c6té des cellules
carcinomateuses organisées selon des architectures plus ou moins caractéristiques, se
trouve le stroma des cancers, avec ses fibroblastes, une vascularisation sanguine et
lymphatique, et des infiltrats de types cellulaires multiples du systéme immunitaire
(macrophages, mastocytes, lymphocytes). Une matrice extracellulaire soutient ces cellules

dans toutes les formes de cancer invasif.
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IV. 1. Structure histologigue et genése du stroma tumoral

Le stroma tumoral est composé de divers éléments que I'on peut regrouper en 3 catégories :
les vaisseaux, les cellules inflammatoires (lymphocytes, macrophages, mastocytes) et le
tissu conjonctif. Ce dernier inclut la matrice extracellulaire composée de fibres (collagéne et
élastine), de glycoprotéines (fibronectine), de glycosaminoglycanes et de protéoglycanes.
Bien que ces mémes éléments composent tous les stromas accompagnant les cellules
cancéreuses, leur quantité varie d’'une tumeur a l'autre. D’un extréme a I'autre on peut citer
des tumeurs desmoplasiques du sein, de I'estomac ou du pancréas dont plus de 90% de la
masse est constituée de stroma, ou bien des tumeurs comme les mélanomes malins qui
possédent trés peu de stroma. Concernant les adénocarcinomes coliques, la quantité de
stroma est proportionnelle au degré de différenciation (bien équilibrée avec la prolifération
épithéliale dans les formes bien différenciées et abondant dans les formes peu
différenciées). La marge de la tumeur qui représente le front d’invasion est le lieu ou la
formation du « stroma des cancers » peut le mieux étre étudiée, puisqu’elle suit de preés,
accompagne ou méme précéde les cellules cancéreuses. La construction passe par 3
phases :

- Reéaction inflammatoire par envahissement du tissu conjonctif différencié par

des macrophages, des polynucléaires et des lymphocytes.

- Mise en place d’'une membrane basale entre le mésenchyme (tissu conjonctif)

et I'épithélium (cellules cancéreuses) par I'action commune des cellules

cancéreuses et des cellules du stroma.

- Activation des cellules sanguines qui migrent dans le tissu conjonctif

avoisinant les cellules cancéreuses, pour contribuer a I'édification de la tumeur

[106]. Ce mécanisme n’est pas sans rappeler le phénoméne physiologique de

cicatrisation [107].

IV. 2. Paralléle : cicatrisation - développement du stroma tumoral

La cicatrisation d’une blessure et le développement du stroma d’une tumeur d’origine
épithéliale sont des processus dynamiques et progressifs, qui impliquent I'interaction de
nombreuses cellules. La comparaison des ces deux phénomeénes révéle des mécanismes

similaires (Figure 4).
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Figure 4 : Paralléle entre la cicatrisation d’'une blessure cutanée et la mise en place d’'un
stroma tumoral dans le cancer du sein. D’aprés Bissell [107]. (a) Aprés une blessure, on
observe la formation d’un caillot et un recrutement de plaquettes qui ont pour effet d’activer les
cellules inflammatoires et les fibroblastes. (b) Aprés I'activation de ces cellules et la formation de
néovaisseaux, la migration des cellules épithéliales a partir des marges de la blessure va se dérouler,
avant un retour a un état stable par la formation d’'une matrice mature (peu cellulaire et constituée de
collagene). (c) Les cellules cancéreuses vont agir sur le stroma environnant et recruter des
fibroblastes et des cellules inflammatoires. (d) Une fois le recrutement réalisé, on assiste a un
remodelage (dégradation et synthése de composés) de la matrice avoisinante qui favorise a la fois la
migration des cellules cancéreuses dans de nouveaux territoires et la formation de nouveaux

vaisseaux. A la différence de la cicatrisation, la cascade de ces événements est permanente.

La cicatrisation et la génération du stroma tumoral d’'un carcinome débutent par une
exsudation de protéines plasmatiques incluant le fibrinogéne, la fibronectine et le
plasminogéne. L’activation du processus de coagulation, aboutissant a la formation de fibrine
forme en association avec la fibronectine, une matrice provisoire. Simultanément, une
importante libération des cytokines par les cellules épithéliales favorise la migration et la
stimulation des macrophages, des fibroblastes et la formation de nouveaux vaisseaux.

On assiste ensuite a une modification du phénotype des cellules épithéliales. Aprés avoir

perdu leur pouvoir d’adhésion, elles acquiérent une plus grande mobilité sur la matrice
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provisoire. Ce mouvement cellulaire permet de reformer un épithélium intact dans le cadre
de la cicatrisation ou favorise une invasion du tissu sain pour la tumeur.

Dans les deux cas, la matrice provisoire est ensuite dégradée par des protéases, telles que
les métalloprotéases, pour former un stroma mature constitué de fibres de collagéne. La
formation de ce stroma est liée a 'afflux de fibroblastes, et aussi de macrophages et a la
formation de vaisseaux [108]. Les macrophages sont une source de facteurs de croissance,
les fibroblastes une source de synthése du collagéne qui vont stabiliser les cellules
épithéliales ; les vaisseaux quant a eux permettent 'apport de nutriments et d’'oxygéne,
nécessaires aux remaniements tissulaires. Pour une formation de nouveaux vaisseaux, il est
indispensable, en plus des facteurs angiogéniques, d’avoir une matrice extracellulaire et les
récepteurs endothéliaux adéquats. La fibronectine est un de ces éléments importants. Le
dépdbt de ce compose permet la migration des cellules endothéliales [109].

Les différences entre la cicatrisation et la génération de stroma tumoral portent sur l'initiation
du phénomeéne, sur la nature des cellules activatrices et sur la durée de chaque étape. Lors
du phénomeéne physiologique de cicatrisation, ce sont les plaquettes qui sont les éléments
initiateurs de la sécrétion des médiateurs vaso-actifs et des chémoattractants pour les
cellules inflammatoires et les fibroblastes. Dans le cas du développement tumoral, ce sont
principalement les cellules cancéreuses qui vont jouer ce réle. Une des différences
importantes porte sur le fait que les cellules épithéliales, dans la cicatrisation, vont redevenir
quiescentes une fois stabilisées sur la matrice définitive, alors que les cellules cancéreuses
vont continuer a jouer un role trés actif sur le stroma environnant. De plus, la formation de la
matrice provisoire est un processus de courte durée dans la cicatrisation, alors que dans le
cas d’une tumeur, les facteurs inducteurs étant toujours actifs, cette structure reste
perpétuellement présente sur le front d’'invasion de la tumeur.

Cette formation du stroma tumoral sur le modéle de la cicatrisation montre que les cellules
cancéreuses ont mis a profit un systéeme déja existant chez I’héte, pour pouvoir évoluer et
survivre. Pour I'héte, la tumeur peut alors se comparer a une blessure qui ne guérit pas
[110].

IV. 3. Angiogénése tumorale

Une tumeur maligne présente une vascularisation au méme titre qu'un organe. Celle-ci se
développe lorsque la tumeur atteint une taille critique de 0,2 & 2 mm de diamétre (10° & 10°
cellules), en raison de la présence de territoires en manque de nutriments et d’oxygene,
c'est-a-dire en hypoxie. Par contre, contrairement a un organe normal, cette vascularisation
est trés anarchique et elle n’est pas toujours fonctionnelle. On peut observer 3 familles de

vaisseaux : les vaisseaux sanguins, les vaisseaux lymphatiques et une troisieme famille
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obtenue par un phénoméne connu sous le terme anglais de « vasculogenic mimicry » ou

pseudo-vaisseaux tumoraux, dont la nature est encore trés controversée (Figure 5).

Veine
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/f Vasseaux
Sy lymphatiques

.,

Figure 5 : Les vaisseaux sanguins (artéres en rouge, veines en bleu) et les vaisseaux
lymphatiques (en jaune) sont présents dans la tumeur. L’hypothése d’'une connexion de
canaux construits par les cellules cancéreuses avec la circulation lymphatique et sanguine

est représentée dans le cadre de droite. D’aprés Ruoslahti [111].

L’angiogénése tumorale constitue a I'heure actuelle un des thémes majeurs de recherche en
cancérologie. L'angiogénése tumorale est définie comme la formation de nouveaux
vaisseaux a partir de vaisseaux préexistants sous l'influence, directe ou indirecte, d’un foyer
tumoral. Une tumeur maligne ne peut dépasser quelques millimétres de diamétre si elle n’est
pas capable d’induire la formation de nouveaux vaisseaux susceptibles de lui apporter
I'oxygéne et les nutriments nécessaires a sa croissance. Plusieurs travaux soulignent
'importance de I'angiogénése dans la croissance tumorale, I'invasion loco-régionale et la
dissémination métastatique [112, 113]. La premiére phase de croissance est strictement in
situ. La tumeur subsiste en effet sans nécessiter d’angiogénése en profitant de I'apport
vasculaire présent dans le tissu ou elle se développe. L’acquisition d’un pouvoir
angiogénique par la tumeur, ou par un clone intra-tumoral, lui confére un avantage de
croissance qui lui permettra de devenir localement invasive et secondairement facilitera sa
dissémination métastatique. Jusqu’alors, dans sa phase « pré-vasculaire », la tumeur
dépasse rarement 2 & 3 mm de diamétre et reste habituellement asymptomatique. Cette
phase pré-vasculaire peut durer de quelques mois a plusieurs années [9]. L’acquisition d’'un
pouvoir angiogénique est donc une condition nécessaire pour le passage au stade invasif.
Ce «switch» angiogénique tumoral traduisant un déséquilibre entre les facteurs pro et anti-

angiogéniques peut étre expliqué de 2 fagons :
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- par un mécanisme adaptatif de la tumeur a un environnement défavorable. La synthése et
la sécrétion de nombreux facteurs angiogéniques dont le VEGF (Vascular endothelial growth
factor) sont en effet stimulés par I’hypoxie [114]. L’hypoxie induit 'expression d’une protéine
HIF-1 (Hypoxia Inductible Factor) et favorise la synthése et la sécrétion de VEGF [115]. Le
stimulus peut étre également d’origine inflammatoire ou tumoral.

- par un mécanisme génétiquement déterminé. Dans les adénocarcinomes coliques il existe
un lien étroit entre mutations de la p53, synthése de VEGF et angiogénése [116, 117].

Les tumeurs présentant des mutations du géne p53 ont des taux moyens d’ARNm du VEGF
plus élevés et une densité vasculaire plus importante que les tumeurs dépourvues de
mutation. Dans les cancers du tube digestif la densité en microvaisseaux est un facteur
pronostique de rechute essentiellement métastatique [118]. Cependant, la standardisation
des méthodes de quantification de I'angiogénése est difficile et la valeur pronostique du
VEGEF a été parfois discutée [119]. Ceci explique que la densité en microvaisseaux et le
VEGF ne sont pas des facteurs pronostiques utilisés en pratique courante. Lors de leur
prolifération et de leur migration invasive, la réplication des cellules endothéliales s’accélére
d’'un facteur mille. Ces cellules migrent alors trés vite vers leur source chimiotactique et les
éléments qui favorisent la migration cellulaire sont tous mobilisés. On note en particulier une
sécrétion abondante de protéases qui détruisent la membrane basale et le tissu conjonctif
environnant ainsi qu’'une adhésion dynamique qui remplace une adhésion statique [120]. En
dehors des intégrines et notamment de I'intégrine av3, les molécules d’adhésion impliquées
dans I'angiogénése tumorale sont peu connues [121]. Pendant la derniére étape, les cellules
endothéliales s’organisent en tubes qui s’anastomosent pour former des boucles. La lumiére
vasculaire s’organise avec acquisition d'une membrane basale fragmentée et recrutement
des péricytes, ce qui permet de former une structure adaptée a la circulation du flux sanguin.
Pour la plupart des capillaires, I'évolution s’arréte a ce stade. Une minorité d’entre eux
continuent a évoluer pour accroitre le diamétre de leur lumiére et, en méme temps,
augmenter I'épaisseur de leur paroi. Certains facteurs clés sont indispensables a cette
phase, comme I'angiopoiétine-1 qui se lie a son récepteur Tie2, le TGFp et le PDGF [122].
Deux facteurs sont déterminants dans I'angiogénése : la balance entre les molécules
diffusibles angiogéniques et anti-angiogéniques, et la qualité d’ancrage des cellules
endothéliales a leur environnement. Bien que les cellules endothéliales soient capables de
secréter leurs propres facteurs de croissance, la plupart des régulateurs de I'angiogénése
sont produits par différents types cellulaires de I'environnement tels que les leucocytes, les
fibroblastes, les plaquettes ou encore les cellules tumorales indiquant que I'angiogénése est

a la fois sous contrdle autocrine et paracrine.
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IV. 3. 1. Les canaux « Vasculogenic mimicry» ou pseudo-vaisseaux tumoraux

Les premiéres observations de cellules cancéreuses dans la paroi de vaisseaux ont été
initialement faites dans les années 60. Cette idée a ressurgit de maniére assez retentissante,
lors des travaux de Maniotis et al. qui, en 1999, a montré que les vaisseaux des mélanomes
malins invasifs n’étaient pas constitués de cellules endothéliales, mais creusés au sein des
cellules cancéreuses. La microscopie électronique utilisée révéle que ces vaisseaux sont
délimités par une couche de matrice extracellulaire, donnant 'apparence d’une basale.
Aucune cellule ou noyau n’ont été détectés dans la lumiére. Sur la face externe de cette
membrane basale, on retrouve des cellules tumorales gainant ces canaux creusés dans la
matrice extracellulaire. Pour les auteurs, la pénurie de vaisseaux sanguins, mise en
evidence par la négativité des marqueurs de cellules endothéliales, ainsi que la présence
d’hématies dans ces canaux matriciels formés par les cellules cancéreuses, laissent
supposer que ces derniers pourraient fournir une solution alternative de circulation sanguine
pour la tumeur [123].

Dans d’autres localisations tumorales, des structures canalaires particulieres ont également
été observées. Ainsi Chang et al. ont montré que 15 % des vaisseaux des carcinomes du
cblon humain qu’ils ont étudiés étaient des vaisseaux mosaiques, constitués de cellules
cancéreuses et endothéliales [124].

L’observation de ces structures est corrélée au mauvais pronostic de ces tumeurs [125].

En revanche, McDonald et Foss font remarquer que les vaisseaux tumoraux étant
anormaux, 'absence de certains marqueurs n’indiquerait pas pour autant que les cellules
endothéliales ne soient pas présentes. La difficulté d’identification des cellules endothéliales
pourrait apporter une certaine confusion dans les observations réalisées. Il est sans doute
nécessaire d’utiliser de multiples marqueurs, pour répondre a ce probléme. Enfin,
I'observation au microscope photonique reste trop limitée, car certains endothéliums sont
tellement fins qu’ils n’apparaissent pas a cette échelle et ceci laisse supposer que ce sont
les cellules cancéreuses qui sont au contact de la matrice protéique du canal sanguin.
L’autre difficulté, lorsque la présence de ces structures est bien identifiée, est de savoir si
ces canaux sont réellement fonctionnels. La présence d’hématies ne constitue pas une
preuve, car il est fréquent d’'observer des hémorragies intra-tumorales, en partie dues au fait
que les capillaires en croissance ne sont pas complétement fermés [111, 126].

L’existence de cette forme de vaisseaux dans la tumeur reste pour I'instant trés
controversée, chacun des protagonistes apportant des arguments supposés étre de plus en
plus convaincants, en se basant sur des études en microscopie confocale et électronique,

sans toutefois nous permettre de conclure sur la réalité de ce phénomeéne.
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IV. 3. 2. Les vaisseaux lymphatiques

Les vaisseaux lymphatiques collectent les fluides, les macromolécules et les cellules
immunitaires qui se sont extravasés du sang vers le tissu. Ce sont des structures dont
I'origine est un « cul de sac », qui drainent la lymphe vers le systéme veineux par
intermédiaire de la grande veine lymphatique et du canal thoracique. Les capillaires
lymphatiques se distinguent des capillaires sanguins par leur calibre plus important et plus
irrégulier, leurs cellules endothéliales moins cohésives et leur basale discontinue. lls sont
une voie importante de passage des cellules cancéreuses permettant la formation de
métastases. Beaucoup de cancers, comme celui du sein ou de la prostate, diffusent de fagon
préférentielle a travers le réseau lymphatique. On a longtemps supposé que les cellules
accedaient au systeme lymphatique par une invasion des vaisseaux se trouvant a proximité
de la tumeur. Toutefois, la découverte de marqueurs spécifiques a permis de montrer qu’au
moins un certain nombre de tumeurs contenait des vaisseaux lymphatiques [127].

De récents travaux semblent indiquer que I'évaluation du nombre et peut-étre de la taille des
vaisseaux lymphatiques, dans la tumeur ou autour d’elle, est importante pour déterminer sa
capacité a métastaser [128]. Lorsqu’ils ne sont pas fonctionnels dans les tumeurs, ils
pourraient contribuer a une hypertension interstitielle et interférer avec la diffusion des

agents thérapeutiques [129].

IV. 3. 3. Les vaisseaux sanguins

Le systéme vasculaire sanguin est constitué de trois différents types de vaisseaux: les

artéres, les veines et les capillaires (Figure 6) [130].
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Figure 6 : Structure des vaisseaux sanguins et lymphatiques. (a-d) Vaisseaux sanguins. (e)
Vaisseaux lymphatiques. (a) Vaisseau natif constitué seulement de cellules endothéliales. (b)
Capillaire, le plus abondant des vaisseaux dans le corps humain. Il est constitué de cellules
endothéliales riches en vésicules de pinocytose entourées d’une basale dans laquelle est incluse une
couche clairsemée de péricytes présentant des myofilaments. Selon les organes ou les tissus, la paroi
du capillaire est continue (muscle), fenétrée (rein, glandes endocrines) ou discontinue (foie). Les
capillaires du cerveau et de la rétine plus spécialisés comportent des « tight junctions » et sont
imperméables a de nombreuses molécules. (c) Artérioles et veinules ont une paroi beaucoup plus
importante que les capillaires en raison de la présence de couches matricielles élastiques et de
cellules musculaires lisses. (d) Les parois des gros vaisseaux sont constituées de 3 couches
spécialisées, l'intima, la media et I'adventice. (e) Les canaux lymphatiques ne possédent pas de
péricyte mais des cellules endothéliales en manchon plus ou moins continu, associées au tissu grace
a des filaments d’accrochage et des fragments de basale. Les gros vaisseaux possédent une basale
continue et des valves a l'intérieur du canal déterminants le sens du flux lymphatique. D’aprés Jain
[130].

Les arteres comprennent trois tuniques : une externe (ou adventice) faite de tissu conjonctif
riche en fibres, une moyenne (ou média) musculo-élastique et une tunique interne (ou
intima) constituée par I'endothélium reposant sur une fine couche conjonctive. Les veines
sont également constituées de trois tuniques mais leur paroi est beaucoup moins riche en
cellules musculaires lisses et leur lumiére souvent collabée. Enfin, les capillaires sont des
vaisseaux sanguins de trés petit calibre comprenant seulement deux tuniques faites de

cellules endothéliales et de cellules péricytaires.
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lls sont essentiellement de trois types : continus, discontinus et fenétrés. Les capillaires
constituent la seule zone d’échange permettant le passage des gaz (CO, et O,), des
nutriments et des déchets tissulaires.

La vascularisation des tumeurs est établie par vasculogénése, intussusception ou

angiogénése (Figure 7).

Précurseurs de celiules endothéliales circulants

Intus susceplion - E af, Anglagenise

Figure 7 : Mécanismes de vascularisation d’un tissu. L'organe peut étre vascularisé par un
bourgeonnement (angiogénése) ou par division de vaisseaux préexistants (intussusception) ou par
établissement de nouveaux vaisseaux a partir de cellules souches provenant de la moelle osseuse

(vasculogénese). D’apres Carmeliet [129].

La vasculogénése est un phénoméne qui, dans les conditions physiologiques, a lieu
principalement au cours de I'embryogénése, lors de la formation des principaux axes de
circulation comme les vaisseaux du poumon, du cerveau et de l'intestin. Ces vaisseaux sont
formés a partir de précurseurs, les angioblastes.

On a longtemps supposé qu’a I'age adulte ce processus n’existait plus, jusqu’a la découverte
récente de précurseurs de cellules endothéliales circulantes [131].

Ces dernieres sont connues sous le terme de « Bone marrow-derived endothelial
precursors » ou « hematopoietic Stem Cells ». On attribue une partie de la vascularisation
tumorale a ces cellules qui seraient recrutées par la tumeur [132].

L’angiogénése est définie comme la formation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux
préexistants. Elle peut étre morphologiquement décrite en 3 étapes successives: le
bourgeonnement qui correspond a I'apparition de petites masses de cellules endothéliales
sur la face externe des vaisseaux. Elles sont d’abord pleines puis se creusent rapidement,

formant une lumiére qui se termine en « cul de sac ». La migration constitue I'étape suivante,
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elle correspond a la croissance de ces bourgeons. Enfin, I'organisation est la phase de

reconstitution d’'un réseau capillaire, au contact et a I'intérieur du foyer tumoral [133].

IV. 4. Physiopathologie de la dissémination métastatique

La métastase et l'invasion locale caractérisent les cellules des tumeurs malignes. La
métastase est définie par la capacité des cellules tumorales a migrer, a s'implanter dans un
site distant puis a proliférer, et l'invasion par la capacité des cellules tumorales a infiltrer les
tissus avoisinants. Les cellules cancéreuses partagent ces capacités a quitter leur tissu
d'origine avec quelques types cellulaires non tumoraux (migration de lymphocytes vers le
thymus chez I'embryon, prolifération de cellules lympho-monocytaires dans les ganglions
chez I'adulte lors d'une réaction immunitaire, ou au décours d'un avortement lors de
I'échappement de cellules trophoblastiques). Cependant, ces événements physiologiques ou
physiopathologiques qui aboutissent a la prolifération de cellules dans des sites particuliers
obéissent a des signaux d'arrét du cycle cellulaire, liés le plus souvent a la différenciation (ou
a l'apoptose) des cellules concernées. Les cellules tumorales échappent a ces contréles et
proliferent dans les organes atteints, formant des foyers secondaires, souvent multiples.

Les cellules métastatiques franchissent des étapes successives :

1. Formation de néovaisseaux dans la tumeur primitive, migration et échappement de
cellules dans la circulation sanguine ou lymphatique ;

2. Etape de transport sanguin ou lymphatique ;

3. Interactions avec les éléments sanguins ou lymphatiques ;

4. Entrée dans les capillaires et contact avec un support endothélial ; prolifération dans le

tissu cible et constitution d'un écosystéme.

L'évolution d'une tumeur solide maligne telle qu'elle peut étre reconstruite a partir de
I'évolution clinique semble passer par de multiples étapes. Le modéle de Fearon et
Vogelstein [134] concerne la transformation de la cellule normale en cellule tumorale
proliférant localement. Celle-ci est curable grace a un traitement loco-régional. Mais le
modéle de Fearon et Vogelstein n'explique pas la transition de I'état de tumeur primitive a
celui de tumeur métastatique. Les cellules tumorales de petites tumeurs sont rarement
métastatiques, alors que les tumeurs de taille plus grande le sont, suggérant que cette
caractéristique est acquise au cours de la croissance de la tumeur. Transformation puis
acquisition de la capacité a meétastaser, pourraient étre liees a des événements géneétiques

différents, I'événement initial facilitant les événements secondaires.
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La transition entre tumeur maligne non métastatique et métastatique nécessite un
changement dans la biologie des cellules qui implique trois ordres de faits : a) une mutation
(ou événement) génétique, b) I'acquisition de propriétés cellulaires nouvelles, c) la
constitution d'un écosystéme, permettant I'implantation des cellules tumorales.

La capacité métastatique apparait spontanément dans une population de cellules tumorales.
Le role d'oncogénes dans l'acquisition du potentiel métastatique est discuté dans les
tumeurs humaines [135] mais a pu étre mis en évidence dans des modéles expérimentaux.
La nature génétique du potentiel métastatique a été démontrée par les travaux de Hill [136].
Cette démonstration a été faite en utilisant I'analyse de fluctuation décrite par Luria et
Delbriick [137]. Elle est fondée sur le principe suivant : on recherche I'émergence d'un
evénement génétique spontané en partant de clones issus d'une population de cellules
tumorales, au cours des divisions cellulaires successives. L'événement génétique (ici
I'acquisition du potentiel métastatique) se produit spontanément au cours des divisions
cellulaires des clones individuels : il apparait t6t ou tard (c'est a dire au hasard), définissant
une variabilité de fréquence de I'événement dans la descendance des cellules, lorsqu'elles
sont testées simultanément. Lorsqu'on laisse proliférer les clones, tous finiront par acquérir
un potentiel métastatique. Hill a pu ainsi montrer que I'acquisition de la capacité métastatique
est déterminée de la méme maniére qu'une mutation génétique, et que cet événement était
relativement fréquent, avec un taux de mutation élevé (de 10™ & 10°°). Cependant cet
événement génétique ne correspond pas a une mutation ponctuelle de I'ADN, dont la
fréquence est plus faible, de I'ordre de 10 & 10°®. Hill notait également que les taux de
mutations spontanées des lignées métastatiques étaient plus élevés que ceux des lignées
non métastatiques. Cette démonstration conduit a une conclusion intéressante pour le
clinicien : statistiquement, pour un type de cancer donné, plus une tumeur primitive est de
grande taille, plus elle a de chance d'avoir généré des variants métastatiques. Par contre,
une petite tumeur peut encore étre localisée. Ce modéle explique également I'hétérogénéité
des cellules vis a vis de nombreux caracteres y compris le potentiel métastatique [138].

Ce modéle d'évolution par mutation est similaire a celui décrit par Goldie et Coldman quant a
I'apparition de variants chimiorésistants, également liés a des mutations [139].

La combinaison de génes régie par le « phénotype métastatique » inclut la capacité a former
une néoangiogénése, quitter la tumeur primitive, a migrer, a survivre dans la circulation, a
interagir avec les cellules endothéliales, a résister au systéme immunitaire, a tirer profit des
facteurs de croissance pour proliférer et former un nouveau foyer tumoral. La cellule
métastatique doit exprimer I'ensemble de ces caractéristiques, ce qui explique que seul un
petit nombre de cellules tumorales sont métastatiques (1 pour 10* & pour 10° cellules) [140].
L’analyse génétique n'a pas permis a ce jour d'isoler des génes de métastase. Actuellement,

on admet que I'acquisition d'un potentiel métastatique résulte d'une combinaison
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d'expression de génes nombreux et différents, dans un contexte d'accumulations de
changements génétiques et cellulaires divers. Cette hypothése rend compte de la diversité
des génes activés au cours du processus métastatique, de la nécessité que plusieurs
s'expriment simultanément, et qu'enfin il suffise d'un seul changement pour qu'une
combinaison presque compléte initie la transition métastatique. Le géne nm23 suppresseur
de métastases a été isolé a partir de tumeurs non métastatiques [141]. Son expression est
inversement proportionnelle au potentiel métastatique de tumeur du sein [142]. Des travaux
récents ont cependant remis en question son importance dans le potentiel métastatique des
tumeurs colorectales [143].
Des résultats récents indiquent qu’un déréglement du géne Six1 est associé a certains types
de cancers métastatiques (cancer du sein, tumeur de Wilms et rhabdomyosarcome) [144-
146]. Ce géne pourrait non seulement contréler la prolifération cellulaire, mais aussi
participer a 'acquisition des propriétés invasives des cellules cancéreuses.
La cyclo-oxygénase 2 (cox2) est une glycoprotéine membranaire induite par un ensemble
d’agents pro-inflammatoires, de cytokines, de facteurs de croissance et d’oncogénes. Elle
est exprimée pendant les phases précoces de la cancérogenése colorectale, dés le stade
d’adénome et favorise la prolifération des cellules tumorales, leur résistance contre
'apoptose, I'angiogénése, I'invasion et la mise en place du processus métastatique [147].
Le niveau de Cox2 dans les carcinomes coliques est d’autant plus élevé que la tumeur est
de grande taille et agressive. Cox2 est associée aux propriétés invasives et métastatiques
des cellules tumorales [148]. Cox2 augmente I'adhésion des cellules tumorales :
- ala matrice extracellulaire, en diminuant I'expression des E-cadhérines, un géne
suppresseur de tumeurs impliqué dans les contacts cellule-cellule [149]
- aux cellules endothéliales via les E-Sélectines, favorisant ainsi le passage des
cellules tumorales vers la circulation sanguine et donc les métastases hépatiques
[150].

La perte d'adhésion intercellulaire est une étape également nécessaire. La E-cadhérine est
le prototype des molécules d'adhésion des épithéliums [151, 152]. C'est une molécule
transmembranaire qui, en présence de calcium, se lie a une structure identique présentée
par la cellule voisine. La perte de fonction de la E-cadhérine est observée dans les tumeurs
agressives. Une preuve directe de son réle dans la métastase a été de faire exprimer la E-
cadhérine par transfection de cellules déficientes en E-cadhérine et métastatiques. Le
résultat fut que ces cellules avaient perdu leur potentiel métastatique [153]. La E-cadhérine
appartient a une classe de molécules, les "CAM", cell adhesion molecules, qui peuvent jouer
un réle similaire, selon les types de tumeurs concernées. Elles interagissent avec les

caténines a et b, dont la phosphorylation contrdlent le niveau de cohésion. Ainsi, une
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phosphorylation anormalement élevée de la b-caténine a été retrouvée dans des cancers
invasifs du cblon [154]. Une interaction fonctionnelle entre le récepteur a 'EGF (epidermal
growth factor) et la phosphorylation de la b-caténine a également été mise en évidence par
ce méme groupe. La libération des cellules tumorales est liée a la perte des connections
intercellulaires homotypiques mais aussi a la synthése d'enzymes permettant la lyse de la
matrice extrcellulaire de soutien, ce qui favorise l'isolement cellulaire. De nombreuses
enzymes ont été identifiées et corrélées au potentiel métastatique des cellules tumorales.
Certaines de ces enzymes sont synthétisées par les cellules tumorales, telles les
métalloprotéases dont les collagénases, les cathepsines, ou les glycosidases. D'autres sont
synthétisées par des cellules normales de I'hote, peut-étre sous l'influence des cellules
tumorales, telle la stromelysine 3 [155]. Ces enzymes libérées dans le milieu extracellulaire,
se lient a des récepteurs présents sur les cellules tumorales invasives et cette liaison
déclenche la réaction de lyse. Si ces enzymes sont relativement spécifiques d'un substrat (la
collagénase attaque spécifiquement le collagéne), leur activation génére I'activation d'autres
enzymes au contact du point de lyse. La capacité de dégradation enzymatique dépend
également d'un équilibre entre ces enzymes et leurs inhibiteurs tels les TIMPs (tumor
inhibitor metallo proteases). La mesure ou la présence de tels déterminants moléculaires
(enzymes et inhibiteurs) constitue des marqueurs pronostiques de potentiel métastatique.
La migration des cellules invasives est stimulée par de nombreux facteurs libérés au cours
de la dégradation enzymatique. Le scatter factor a été isolé a partir de culture de cellules,
dont il induisait la dispersion. Il se lie a un récepteur membranaire, qui est lui-méme le
produit de I'oncogéne CMET [156]. Le tumor necrosis factor-a (TNF- a) est aussi un facteur
de motilité de cellules tumorales. Il interagit avec un récepteur spécifique. Les facteurs de
croissance dits fibroblastiques (FGF) qui sont synthétisés par de nombreux types cellulaires
dont les cellules endothéliales, ont également des effets dispersants, mobilisant les cellules
et les rendant invasives [157].

La présence dans la circulation sanguine ou lymphatique de cellules tumorales a été
démontrée [28, 30, 158, 159]. Elle nécessite que les cellules tumorales aient préalablement
atteint un lit vasculaire ou lymphatique. Ceci est possible lorsque la tumeur primitive
développe une néoangiogénese.

Ces étapes ont été bien décrites dans le cas des mélanomes : leur pronostic dépend de la
taille de la tumeur primitive (extension en profondeur dans la peau), elle-méme contrdlant le
seuil de formation d'une néovascularisation. Des facteurs angiogéniques sont produits par
certaines cellules tumorales, attirant et différenciant des cellules endothéliales en
microvaisseaux. Des facteurs antiangiogéniques telle I'angiostatine, ont également été

décrits.
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Si de nombreuses cellules tumorales circulent, leur viabilité et leur capacité a proliférer sont
souvent limitées [160]. Adaptées a une croissance au contact d'un substrat, ces cellules ne
proliferent pas en suspension. Leur survie dépend de leur capacité a résister aux agressions
mécaniques : chocs dus a la pression sanguine, élongation et friction dans les capillaires.
Ainsi, seule une partie des cellules tumorales survit a ce type de conditions. Ces cellules
résistantes montrent un potentiel métastatique élevé. L'agrégation plaquettaire est parfois
induite au contact des cellules tumorales, ce qui pourrait d'une part les protéger des
agressions mécaniques, permettre une adhésion aux parois des vaisseaux et les isoler de la
toxicité des cellules lymphocytaires NK (Natural Killer). En effet c'est a ce moment que ces
lymphocytes peuvent intervenir pour lyser ces cellules reconnues comme anormales et
anormalement présentes dans le compartiment sanguin. Il semble que les cellules
meétastatiques soient sensibles a la toxicité NK [161]. La stimulation du systéme immunitaire
par des cytokines tel l'interféron, réduit leur capacité a former des métastases. L'adhésion
des cellules dans 'organe métastasé se fait dés qu'il y a ralentissement du flux sanguin,
permettant aux cellules d'approcher un substrat, le plus souvent dans un vaisseau capillaire
sanguin. Deux types de substrats sont alors accessibles : les cellules endothéliales et la
membrane basale sousjacente. L'adhésion hétérotypique est réalisée grace a des structures
moléculaires présentes sur l'une des 2 cellules, l'autre présentant le récepteur. Par exemple
un haut niveau d'expression (ou une altération d'expression) de CD44, une glycoprotéine de
surface, a été mis en évidence sur des cellules coliques malignes [162]. L’expression
tumorale de CD44 pourrait étre un marqueur pronostique. Il en est de méme pour I'ACE
(Antigéne Carcino Embryonnaire), dont on sait qu'il est impliqué dans la formation des
métastases hépatiques. L'adhésion sur un substrat acellulaire nécessite I'expression d'une
molécule qui a une affinité pour un des composants du substrat, telle des intégrines qui
interagissent avec la laminine, la fibronectine ou la vitronectine, constituants des membranes
basales. Les lectines peuvent également servir de molécules d'adhésion, l'interaction entre
les résidus sucrés, notamment le galactose, permettant une reconnaissance entre les

structures.

V. L'angiogénése comme cible thérapeutique dans le CCR

La compréhension des mécanismes de I'angiogénése tumorale a permis la mise au point de
nouvelles stratégies anti-tumorales fondées sur I'inhibition du processus angiogénique.
L’inhibition de la formation du réseau vasculaire inhibe la croissance tumorale et diminue les
risques de dissémination métastatique.

Le développement dans la cellule cancéreuse de mécanismes de résistance aux agents

cytotoxiques est la principale cause d’échec des chimiothérapies classiques (résistances
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intrinséques ou acquises). La potentialité des cellules cancéreuses a échapper aux
traitements cytotoxiques résulte notamment de leur instabilité génique (translocation
chromosomique, amplification génique) qui conduit a la sélection de sous-populations de
cellules tumorales réfractaires a la chimiothérapie. Il apparait qu’une stratégie thérapeutique
ciblant les cellules endothéliales (cellules normales diploides), pourrait permettre d’assurer le
contrOle de I'évolution de la maladie. Les thérapeutiques anti-angiogéniques dirigées contre
les cellules endothéliales avaient la réputation d’induire peu ou pas de résistance [163, 164].
Des études récentes ont nuanceé cette notion en rapportant des modifications du génotype
des cellules de la vascularisation tumorale strictement dépendante de la tumeur [165, 166].
De nombreuses molécules inhibant les facteurs angiogéniques ont été développées au cours
des derniéres années lors d’essais précliniques (phase Il et lll). L'identification du VEGF
comme acteur moléculaire des angiogéneses retiniennes et tumorales a amorceé la
recherche de nouvelles molécules anti-VEGF (Ac anti VEGF-R2, SU 5416, Interféron...). Les
traitements anti-angiogéniques ont été bien tolérés et I'étude américaine de phase | conduite
entre 1991 et 2002 n’a pas montré de décés directement lié a une toxicité médicamenteuse

chez 402 patients traités en monothérapie par un agent anti-angiogénique [167].

V. 1. Classification et mécanismes d’action des médicaments antiangiogéniques

Les 2 cibles principales des médicaments antiangiogéniques sont d’'une part I'inhibition de la
biodisponibilité des facteurs angiogéniques relargués par la cellule cancéreuse, d’autre part
la destruction des cellules endothéliales intratumorales.
Les tentatives de classification des agents anti-angiogéniques se sont heurtées a la
multitude et la complexité des mécanismes d’anti-angiogénése. La quantification de
'angiogénése dans les modéles expérimentaux est en effet difficile et peu reproductible. Des
molécules anti-cancéreuses sans effet connu sur 'angiogénése, se sont finalement révélées
anti-angiogéniques (Bay 43-9006 ou Sorafenib, Docetaxel, Irinotecan...). Il semble
raisonnable d’attribuer des propriétés antiangiogéniques a une molécule lorsqu’elle
développe des effets toxiques sur les vaisseaux a une dose plus faible que la dose
cytotoxique [168-170]. Malgré ces difficultés, une classification des molécules anti-
angiogeéniques a récemment été proposée en se basant sur les cibles et les mécanismes
d’action [171].
Trois catégories ont été individualisées :

1. Les anti-angiogéniques directs (angiostatine, endostatine, thalidomide...) : qui
ciblent les cellules endothéliales et inhibent leurs fonctions dans la prolifération, la migration

et le développement de néo-vaisseaux.
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2. Les anti-angiogéniques indirects (cetuximab, marimastat, gefitinib, erlotinib...) : qui
s’opposent a la production de facteurs angiogéniques par la tumeur, le stroma tumoral et les
cellules inflammatoires péri-tumorales. L'isoleucine, un acide aminé essentiel, a récemment
montré des propriétés antitumorale anti-angiogénique en inhibant la production de VEGF
dans un modéle murin de MH d’origine colorectale [172].

3. Les anti-angiogéniques mixtes (bevacizumab, SU 11248 ou sunitinib...) : qui

ciblent a la fois les cellules endothéliales et les cellules tumorales.

Concernant la destruction des cellules endothéliales intratumorales, 2 voies principales ont
eté développeées :

- L’inhibition de la dissémination des cellules endothéliales : Des composés chimiques
inhibant la migration des cellules endothéliales in vitro et 'angiogénése tumorale in vivo ont
été synthétisées. A titre d’exemple, des inhibiteurs des métalloprotéases (MMP) de
spécificité plus ou moins étroite pour la métalloprotéinase MMP |l ont été testés en phase Il
(Marimastat, Bay 12-9566, AG 3340...). Les résultats de ces études n’ont pas confirmé les
espoirs attendus [173-175]. D’autres composés s’adressent aux intégrines qui seraient
spécifiquement exprimées par I'endothélium tumoral.

Un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre I'intégrine, v-3 (Vitaxin), marqueur
spécifiquement exprimé par la cellule endothéliale est en cours d’étude [176]. Les premiers
résultats d’'une étude de phase Il a montré une augmentation de la survie de patients
porteurs de mélanomes métastatiques sans augmentations des effets indésirables [177].

- La destruction sélective des cellules endothéliales intratumorales : Dans la classe des
agents détruisant les vaisseaux tumoraux on trouve de nombreux composés dont les
mécanismes d’action restent souvent a élucider et surtout dont la spécificité pour les seules
cellules qui ont acquis un phénotype angiogénique n’est pas fermement établie. Citons le
Néovastat®, la fumagilline, et un dérivé de paroi de staphylocoque CM101. Par ailleurs,
I'action anti-angiogénique de certains médicaments utilisés pour d’autres affections est en
cours d’évaluation (tamoxiféne, penicillamine ...).

La notion que I'exérése de la tumeur primitive provoque dans certains cas I'éclosion de
métastases dormantes a conduit I'équipe de Folkman a rechercher des inhibiteurs de la
prolifération des cellules endothéliales dans le sang et I'urine d’animaux portant des
xénogreffes de tumeurs implantées sous la peau. Il a ainsi été purifié une molécule anti-
angiogénique qui, a la différence des facteurs angiogéniques, est circulante et donc capable
d’inhiber a distance de son lieu de synthése I'angiogénése nécessaire au développement

des métastases, 'angiostatine [178].
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Ces auteurs ont montré que I'angiostatine n’inhibait pas la multiplication des cellules
cancéreuses mais induisait leur apoptose avec une intensité proportionnelle a leur taux de
prolifération. D’autres inhibiteurs de 'angiogénése comme I'endostatine ont été découverts.
Des toxines ont été vectorisées sur les seules cellules endothéliales intratumorales tout en
épargnant les cellules endothéliales quiescentes. Un anticorps bispécifique dirigé contre
'antigéne MHC de classe |l spécifiquement exprimé par I'endothélium tumoral et dirigé aussi
contre le facteur tissulaire permet d’obtenir une thrombose des vaisseaux tumoraux [179].
Ainsi, de nombreuses étapes du processus angiogénique ont servi de cibles pour la mise au
point de stratégies anti-angiogéniques [180].

Plus de cent essais cliniques par différents traitements anti-angiogéniques sont en cours.

Parmi ceux-ci, 8 concernent spécifiquement le CCR.

V. 2. Les effets indésirables des médicaments antiangiogénigues

L’hypertension artérielle a été I'effet indésirable le plus fréquent avec I'’Avastin®. D’autres
effets indésirables tels qu’une protéinurie, des saignements et des thrombo-embolies
artérielles ont été observés. La diarrhée, les nausées, I'hypertension artérielle, une asthénie

et des rashs cutanés ont été les principaux effets indésirables décrits avec les anti-VEGF.

V. 2. 1. L’hypertension artérielle

Elle peut survenir dés l'initiation du traitement anti-VEGF et habituellement ne nécessite ni
I'arrét du traitement, ni de modification de posologie. Un traitement anti-hypertenseur oral est
le plus souvent suffisant. L’hypertension artérielle a concerné plus de 32 % des patients sous
Avastin® [103, 104]. Seuls 11 a 16 % des patients ont nécessité I'utilisation de plusieurs anti-
hypertenseurs (grade 3) et seulement 1 % ont eu une crise hypertensive maligne mettant en
jeu le pronostic vital (grade 4).

La fréquence de I'hypertension artérielle chez les patients sous sunitinib (Sutent®) a été de
28 % (dont 6 % de grade 3) dans une étude de phase Il sur les carcinomes rénaux
métastatiques [181] et de 15 % (dont 4 % de grade 3) dans une étude de phase Il sur les
GIST (Gastrolntestinal Stromal Tumour) [182].

Chez les patients sous sorafenib (Nexavar®), la fréquence de I'hypertension artérielle a été
de 17 % (dont 3 % de grade 3 ou 4) [183].

Le VEGF favoriserait la production de Nitric Oxyde (NO), puissant vasodilatateur, en

augmentant la synthése de NO synthetase endothéliale.
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L’inhibition de la voie du VEGF pourrait inhiber le NO dans la paroi des artérioles et ainsi
induire une relative vasoconstriction, une augmentation des résistances périphériques et une

élévation de la pression artérielle systémique.

V. 2. 2. La protéinurie

Le r6le du VEGF dans la physiologie rénale a été souligné par plusieurs études [184, 185].
La filtration glomérulaire est assurée par les cellules endothéliales, la membrane basale et
les podocytes. Le VEGF qui est exprimé par les podocytes, active le récepteur VEGFR-2 des
cellules endothéliales glomérulaires. La destruction ciblée du VEGF des podocytes provoque
la perte de fenestration de I'endothélium des capillaires glomérulaires, la prolifération de
cellules endothéliales glomérulaires (endotheliosis), la perte des podocytes et une

protéinurie chez la souris [184-186].

V. 2. 3. Retard de cicatrisation cutanée

L’angiogénése est une étape primordiale de la cicatrisation [187]. La cicatrisation a été
évaluée chez des patients opérés dans les 60 jours aprés la derniére dose d’un traitement
par bevacizumab ou 28 a 60 jours avant la premiére dose de bevacizumab dans une étude
de phase Il et lll dans le cancer colorectal [188]. La demi-vie plasmatique du bevacizumab a
été de 20 jours environ. Les retards de cicatrisation, les perforations intestinales, les fistules,
les abces et les hémorragies étaient classés comme complications de grade 3 ou 4. Chez
les patients ayant déja regu du bevacizumab, on a relevé 13 % de complications lorsque la
chirurgie été réalisée dans les 60 jours apres la derniére dose de bevacizumab (contre
seulement 3,4 % aprés chimiothérapie classique).

Lorsque la chirurgie précédait le traitement par bevacizumab, on a noté 1,3 % de

complications (contre 0,5 % avant une chimiothérapie classique).

V. 2. 4. Perforations digestives

Dans une étude de phase lll sur le cancer colorectal, on a relevé 1,5 % de perforations
digestives dans le bras bevacizumab / Folfiri (versus 0 % dans le bras placébo / Folfiri) [103].
La majorité des perforations (68 %) sont survenues dans les 60 jours du traitement par
bevacizumab. Ces perforations digestives ont été rares chez les patients sous Nexavar® et
Sutent®.

Chez la souris adulte, l'inhibition de la voie du VEGF pendant 2 a 3 semaines a provoqué la

diminution de 34 a 46 % des capillaires des villosités intestinales [186]. Ceci, en plus
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d’autres facteurs favorisants, a pu intervenir dans la physiopathologie de telles perforations
digestives.

Les facteurs favorisants ces perforations ont été : une tumeur primitive en place, une
carcinose péritonéale, une diverticulite, une occlusion intestinale, une coloscopie récente,

une irradiation abdomino-pelvienne antérieure.

V. 2. 5. Hémorragies et Thromboses

La plus fréquente des hémorragies avec le bevacizumab est I'épistaxis (grade 1). Elle est le
plus souvent de résolution spontannée sans intervention médicale. D’autres hémorragies de
faible abondance (hémoptysie, hématémeése, rectorragie, hémorragies génitales,
hémorragies cérébrales) ont été rencontré dans 26 % des patients recevant du sunitinib pour
un cancer rénal métastatique.

Chez les patients recevant du bevacizumab pour un carcinome bronchique non a petites
cellules on a noté 9 % d’hémorragies importantes (grade 3 a 5) dont 6 % mortelles [189,
190].

Les patients porteurs de CCR métastatiques sous bevacizumab et chimiothérapie ont eu une
incidence plus grande d’hémorragies graves (3 a 9 %) que lors de traitement par
chimiothérapie seule [103, 104, 191-193]. Les hémorragies de tous types ont été plus
fréquentes chez les patients sous sorafenib (15 %) que sous placebo (8 %). Il n’a pas été
noté plus d’hémorragie chez les patients traités par sunitinib (18 %) pour GIST
(gastrointestinal stromal tumour) versus placebo (17 %).

Le risque de complications thrombo-emboliques artérielles (accident vasculaire cérébral,
hémorragie méningée, infarctus du myocarde, angine de poitrine) est également augmenté
chez les patients traités par bevacizumab. Ceci concerne essentiellement les patients de
plus de 65 ans ou avec des antécédents d’accidents thrombo-emboliques. Ces
complications thrombo-emboliques ont été de 4 % chez les patients traités par bevacizumab
et chimiothérapie (versus 2 % chez les patients sous chimiothérapie seule) [194].

La mortalité associée a ces événements thrombo-emboliques a été de 0,8 % chez les
patients traités par bevacizumab et chimiothérapie (versus 0,4 % en cas de chimiothérapie

seule).

V. 2. 6. Leucoencéphalopathie réversible postérieure

On a signalé chez de rares patients recevant du bevacizumab [195], du sunitinib ou du
sorafenib [196] des symptdmes évocateurs d'un syndrome de leucoencéphalopathie

postérieure réversible, une affection neurologique, grave mais réversible qui associe : crises
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épileptiques, céphalées, confusion, troubles visuels ou cécité corticale, avec ou sans
hypertension associée.

Ce syndrome peut étre réversible s'il est reconnu et traité rapidement. On recommande alors
un traitement symptomatique spécifique, y compris la matitrise de I'hypertension, ainsi que

I'arrét de la molécule anti-angiogénique.

V. 2. 7. Insuffisance cardiague

De rares patients sous sunitinib (11 a 15 %) ou sorafenib ont présenté une diminution de la
fraction d’éjection ventriculaire gauche. Une ischémie myocardique ou un infarctus a été
rapporté chez 2,9 % des patients traités par sorafenib dans une étude randomisée de phase

Il sur les carcinomes rénaux [183, 197].

V. 2. 8. Insuffisance endocrine

. Des stigmates cliniques et biologiques d’hypothyroidie ont été relevés chez des patients
traités par sunitinib pour carcinomes rénaux métastatiques ou GIST [198] et par
bevacizumab. On a incriminé dans la physiopathologie de ces hypothyroidies, la diminution
des capillaires autour des follicules thyroidiens. L’inhibition des récepteurs a VEGF
s’accompagne également d’'une élévation du taux de TSH, vraisemblablement par
rétrocontrdle hypothalamique [186].

. Des souris traitées avec 2 inhibiteurs différents du VEGF ont eu une meilleure tolérance au
glucose malgré une réduction de la vascularisation des ilots pancréatiques [186]. Il n’y a pas
d’étude en clinique humaine qui rapporte de trouble du métabolisme du glucose chez les

patients traités par anti-VEGF.

Lors du congrés frangais commun de la société francgaise de chirurgie digestive (SFCD) et de
I'association francgaise de chirurgie hépatobiliaire et de transplantation hépatique (ACHBT)
en décembre 2006, un symposium a réuni plusieurs experts sur le theme « anti-
angiogeniques et chirurgie en cancérologie ».

Au cours de cette séance, C. Penna a fait une revue de la littérature sur les problémes
éventuels posés par l'utilisation des anti-angiogéniques en chirurgie colorectale. Le risque de
complication nécessitant une chirurgie en urgence (hémorragies, perforations) chez les
patients sous traitement anti-angiogénique a été évalué. Il n’y a probablement pas ou peu eu
de majoration du risque de complication si le traitement anti-angiogénique était débuté en

adjuvant plus de 28 jours aprés la chirurgie.
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Il existe une possible majoration du risque en cas de chirurgie en cours de traitement, méme
si celui-ci est interrompu depuis plus de 28 jours. Enfin, les complications chirurgicales ont
pu survenir tardivement jusqu’a 60 jours aprés la chirurgie et I'arrét du traitement.
Dans les hépatectomies, il n’y a pas eu d’effet majeur sur la morbidité post-opératoire si le
traitement était interrompu au moins 28 jours avant. De nombreuses questions restent en
suspend :
- en cas de chimiothérapie néoadjuvante, la durée maximale d’un traitement par
bevacizumab reste a déterminer. Les altérations du parenchyme hépatique non
tumoral induite par le bevacizumab sont encore mal connues. De la méme facgon,
I'effet du bevacizumab sur la régénération hépatique est encore mal documenté.
- Le délai a respecter entre I'arrét du bevacizumab et I'hépatectomie reste a
préciser, dans la mesure ou la demi-vie du bevacizumab est variable (de 11 a 50
jours). Dans I'avenir, il y aura peut étre une place pour la détection du
bevacizumab ou du VEGF libre circulant.
Ainsi, les conclusions suivantes ont été proposées (tout en sachant qu'il n’y a que peu de
données dans la littérature et que les niveaux de preuve sont faibles) :
- Les traitements anti-angiogéniques ne semblent pas augmenter le risque de
complications nécessitant un traitement chirurgical chez un malade non opéré.
Cela dit, il existe actuellement une forte pression des oncologues pour réaliser
une résection premiére du cancer primitif afin de pouvoir administrer le
bevacizumab avec plus de sureté. Un essai prospectif (Fédération Francophone
de Cancérologie Digestive) comparant dans cette situation un bras chirurgie de la
tumeur primitive puis Folfiri +/- bevacizumab a un bras Folfiri +/- bevacizumab
seul, devrait permettre de répondre a cette question.
- |l faut attendre au moins 28 jours aprées une intervention « lourde » ou tant que
la plaie n’est pas totalement cicatrisée avant d’instaurer un traitement adjuvant
par anti-angiogénique.
- En cas d’intervention programmeée, le traitement doit étre suspendu et il est
recommandé d’attendre 2 ou 3 demi-vies du produit (60 jours pour le
bevacizumab). Le risque de complication semble en effet majoré avec des
complications chirurgicales parfois tardives.
- Les effets du traitement sur la régénération hépatique et les Iésions induites

par la chimiothérapie doivent faire I'objet de nouveaux travaux de recherche.
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VI. Vers de nouvelles cibles thérapeutiques : hémostase et facteur tissulaire.

Un lien entre activation de 'hémostase et évolution du cancer a été suggéré par
I'observation de thromboses, en particulier veineuses au cours du cancer (syndrome de
Trousseau) [199]. De plus, aprés un premier accident thromboembolique veineux, le risque
de déces des patients avec cancer est 4 a 8 fois plus élevé que celui des patients sans
cancer [200]. La différence est surtout importante les deux premiéres années, puis tend a se
réduire. Par ailleurs, les cancers découverts dans I'année qui suit un accident
thromboembolique veineux ont également une surmortalité par rapport aux cancers qui ne
s’accompagnent pas d’accident thromboembolique [201].

Plusieurs processus relativement évidents peuvent expliquer ce lien entre thrombose et
cancer. Tout d’abord les cancers évolutifs s’accompagnent d’'un syndrome inflammatoire lui-
méme inducteur d’'une hypercoagulabilité, par le biais d’'une augmentation du fibrinogéne et
de certains facteurs de la coagulation comme le facteur VIII, et d’'une thrombocytose. Un
autre facteur favorisant des thromboses peut étre mécanique, lié a la compression de la
tumeur ou des métastases sur des axes vasculaires.

Il a bien été démontré que des signes d’activation de la coagulation sont présents chez plus
de 90% des patients cancéreux [202]. Une élévation des D diméres, des complexes
thrombine-antithrombine, du fragment 1+2 de la prothrombine est constatée chez les
patients avec cancer évolutif. Ces stigmates d’activation semblent de plus avoir une valeur
pronostique. Un taux élevé de D diméres a méme été démontré comme un facteur prédictif
indépendant de mauvais pronostic [203, 204]. Dans le cancer du sein, le taux sanguin des D
diméres est corrélé au stade clinique et au statut des ganglions lymphatiques [205]. De
méme, les D diméres sont plus élevés chez des patients atteints de cancer de la prostate
métastasé que dans I'hypertrophie bénigne ou le cancer localisé [206]. Leur taux est
également corrélé au stade évolutif dans le CCR [207], et dans le cancer de I'ovaire [208].
Un taux élevé de F1+2 est plus souvent observeé dans les tumeurs gynécologiques
métastasées [209]. Une étude a montré que les marqueurs d’activation de la coagulation
sont plus élevés quand le cancer est évolutif qu’en phase de rémission [210]. Des D diméres
élevés sont un facteur de risque péjoratif dans le cancer de I'ovaire [211].

L’ensemble de ces données suggeére clairement que 'activation des processus d’hémostase
est plus qu’un épiphénoméne de la maladie cancéreuse.

De nombreuses études expérimentales ont démontré que la coagulation et la fibrinolyse
jouaient un réle dans I'angiogénése tumorale, I'invasion et la croissance tumorale, et la
dissémination métastatique [129, 212, 213]. En effet, les cellules tumorales expriment des

molécules de surface ou sécretent des médiateurs susceptibles d’activer la coagulation ou
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les plaquettes. Cette activation peut étre locale ou systémique, et aboutit globalement a
favoriser I'extension de la tumeur ou sa dissémination métastatique.
Un des mécanismes les plus clairs d’activation de la coagulation par les cellules

cancéreuses passe par I'expression du FT.

VI. 1. Le facteur tissulaire

Le facteur tissulaire ou CD142, autrefois appelé thromboplastine, thrombokinase ou facteur
lll, est le principal initiateur de la coagulation plasmatique. Sa structure I'apparente a la sous-
classe Il de la superfamille des récepteurs aux cytokines tels que les récepteurs de I'INFa, B,
y ou de I'lL-10. C’est une glycoprotéine transmembranaire (classée parmi les antigénes
leucocytaires sous le cluster CD142) qui, par son role de récepteur cellulaire des FVII et
Vlla, déclenche la cascade de coagulation.

Par son effet procoagulant, I'expression aberrante de FT joue un réle important dans le
sepsis, I'athérosclérose et aussi dans le cancer. Outre son activité hémostatique, le FT a
également un réle dans l'inflammation, I'angiogénése, la dissémination métastasique et la
migration cellulaire via son activation des PARs (Protease Activated Receptors) sur les

cellules vasculaires.

VI. 1. 1. Structure du FT

Le FT est une petite glycoprotéine transmembranaire de 47 kDa synthétisée sous forme d’'un
propeptide de 295 AA et qui apres clivage du peptide signal de 32 AA donne la protéine
mature de 263 AA. Le FT comporte une partie extracellulaire (AA 1 a 219), un domaine
transmembranaire (AA 220 a 242) et un domaine intracytoplasmique (AA 243 a 263) (Figure
9).

Le domaine extracellulaire est le récepteur du FVII de la coagulation et aussi de sa forme
activée (FVIlla). La liaison du FT au FVII entraine son activation en FVlla, par rupture d’'un
pont disulfure dans la molécule FVII.

Le segment transmembranaire, riche en AA hydrophobes, semble cependant indispensable
a la liaison du VIl au domaine extracellulaire: une molécule de FT soluble privée du domaine
transmembranaire est incapable de lier et d’activer le VII [214]. La région intracellulaire
située en C-terminal, comporte le résidu Cys 245 qui est liée a un acide gras pour I'ancrage
de la protéine a la membrane phospholipidique [215].

Le rble de la partie intracytoplasmique reste encore mal connu. La fixation du FT au FVlla
entraine des modifications du calcium intracellulaire et la phosphorylation du résidu Ser 258,

ce qui entrainerait I'initiation de la transduction d’un signal intracellulaire, via la voie MAP
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kinase, aboutissant a un état d’activation et de multiplication cellulaire accrue [216, 217].
Belting et coll. ont récemment démontré que le domaine intracellulaire inhibait 'angiogénése

et la tumorogénése induite par PAR-2 et que sa phosphorylation levait cette inhibition [218].
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Figure 9 : Structure du facteur tissulaire humain (sans le peptide signal). Le FT est une
glycoprotéine transmembranaire de 263 AA comportant un domaine extracellulaire, transmembranaire
et intracytoplasmique. Astérisque : site de N-glycosylation ; rond noir : site de phosphorylation.
D’aprés O’Brien [219].
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Le géne du FT est situé en position 1p21-22 du chromosome 1[220]. Il est constitué de 12,4

kb et comprend 6 exons séparés par 5 introns (Figure 10).

Chromosome 1

exon 1 exon exon 3 exon 4 exon 5 exon B
1-223 1362-1503 5594-5793 23491-B669 B927T7-9436 T1157-12434

= . g — I —1 ] génedufr

Protéine du FT

Peptide signal

ED |I'I.1D Protéine mature
1 220 243 263

Figure 9 : Représentation schématique du géne (en haut), de TARNm et de la
protéine (en bas) du FT. La derniére figure représente la protéine mature sans le peptide
signal. L'exon 1 code pour le peptide signal et le site d'initiation de la transcription. Les exons
2 a 5 codent pour le domaine extracellulaire (ED). L'exon 6, dont I'extrémité 3’ n’est pas
traduite, code pour la partie transmembranaire (MD) et intracytoplasmique (CD). D’aprés
Forster [221].

Le promoteur FT comporte un enhancer proximal « Serum Response Region » (SRR)
constitué des 3 Egr-1/Sp1 chevauchant et de 2 autres Sp1 permettant une synthése
inductible par le sérum ou les esters de phorbol [222] et un enhancer distal « LPS
Responsive Element » (LRE) contenant 2 sites AP-1 et un site NF-kB. C’est cette région
LRE qui permet la réponse des cellules endothéliales et des monocytes a I'endotoxine et aux
cytokines [223]. Ces 2 régions SRR et LRE permettent ainsi d’apparenter le géne du FT a
ceux de réponse précoce a I'agression (immediate early genes) [224].

L’ARNm du FT, identifié en Northern blot comporte 2 bandes de 2,2 et 3,1 kb. Seul TARNm
de 2,2 kb code pour une protéine fonctionnelle. ARNm du FT a une demi-vie courte [225].

L’altTF, une forme soluble de FT correspondant a un épissage alternatif du géne a été
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récemment décrit [226]. Deux nouveaux transcrits ont été récemment caractérisés dans
différentes cellules tumorales dont le transcrit alternatif TF-A correspondant a l'insertion de
495pb de l'intron 1 dans I'exon 1. Ce TF-A représente 7 a 10% des transcrits FT des cellules

tumorales contre 1% dans les cellules normales [227].

VI. 1. 2. R6le du FT dans la coagulation

Le FT est un récepteur de trés haute affinité pour les FVII et FVlla. Il a 2 fonctions
principales : il est responsable de l'autoactivation du FVII en FVlla et est le cofacteur du
FVila pour l'activation des FIX et FX. Ces réactions nécessitent des phospholipides
anioniques et du Ca?".

Le FVII est une glycoprotéine de synthése hépatique vitamine K dépendante. La forme
activée comporte une chaine Iégére comprenant le domaine Gla riche en acides glutamiques
et des motifs Epidermal Growth Factor (EGF) et une chaine lourde comprenant le site actif
sérine-protéase. La y-carboxylation oxydative de résidus acide glutamique du domaine Gla
donne une charge négative a cette partie de la molécule et permet la fixation de Ca*
nécessaire au changement de conformation favorable alors a la fixation au FT [228]. Cette
fixation FVII-FT accélére ainsi la protéolyse entre les résidus Arg152 et lle153 du FVII.

Le FT permet donc I'autoactivation du FVII. Des traces de FVlla sont capables d’activer le
FVII par protéolyse [229]. Cette réaction est optimale en présence de phospholipides neutres
et quand FVII et FVlla sont liés a des molécules FT distinctes. Le FT recombinant soluble,
c’est a dire constitué exclusivement du domaine extracellulaire, est incapable d’induire cette
autoactivation [214].

Le FT est également le cofacteur du FVIla pour I'activation des FIX et FX. Les capacités
d’activation catalytique des FIX et FX par le FVlla isolé sont faibles mais sont
considérablement augmentées aprées fixation du FVlla sur le FT et en présence de
phospholipides anioniques. Il a été démontré que le complexe FT-FVlla activait plus
rapidement le FX que le FIX [230]. Lorsque les FIX et FX sont présents simultanément,
'activation du FIX est augmentée et celle du FX est diminuée [231]. Dés que du FXa est
geénéré, il est rapidement inhibé par le TFPI puis par 'AT. Cependant, les traces de FXa
générée sont suffisantes pour la synthése des premiéres traces de thrombine.

Le schéma classique de la coagulation comportait 2 voies d’initiation différentes appelées
voie endogene et exogéne convergeant toutes les 2 sur I'activation du FX en FXa et la
génération de thrombine. La voie endogéne (initiée par le systéme contact : facteurs Xl, XlI,
kininogéne de haut poids moléculaire (KHPM) et prékallicréine (PK)) et la voie exogéne

initiée par le FT et le FVII apparaissaient d’égale importance. Mais ce schéma expliquait mal
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'absence de risque hémorragique accrue chez les individus déficitaires en FXII, KHPM ou
PK alors que le déficit en FXI restait associé a des manifestations hémorragiques parfois

séveres.

La vision actuelle plus dynamique, replace la voie du FT comme principale initiatrice de la
coagulation in vivo (Figure 11). Le FT est normalement absent du compartiment vasculaire,
mais est exprimé par la plupart des tissus extravasculaires de I'organisme, notamment par
les tissus d’enveloppe et de soutien. Une place majeure est également donnée aux acteurs
cellulaires de la coagulation comme les cellules présentant le FT (cellule endothéliale, CML
ou monocyte activés par exemple) ou les plaquettes [232]. La rencontre entre le sang et des
cellules qui présentent le FT permet la fixation et I'activation du FVII, et la synthése de traces
de thrombine via la génération de faibles quantités de FXa. Ces traces de thrombine
permettront d’'une part de recruter les plaquettes en les activant par leurs récepteurs
membranaires PARs, de générer des traces de fibrine, et d’autre part d’activer les facteurs
V, VI, Xl et XI. Cette rétroactivation par la thrombine permet alors d’amplifier
considérablement les quantités de FIXa, FXa et thrombine générée. Cette génération
explosive de thrombine permet alors d’activer de grande quantité de fibrinogéne en fibrine.
Ces monomeres solubles de fibrine seront ensuite transformés en fibrine stable par action du
FXllla. Les phospholipides membranaires et le Ca2+ sont essentiels a I'activation de la
coagulation a la surface cellulaire. L’activation de ces sérine-protéases peut alors
s’autoentretenir mais est étroitement régulée par les inhibiteurs physiologiques (AT, systéme

PC-PS) qui évitent ainsi sa propagation a 'ensemble de I'arbre vasculaire.
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Figure 11 : La cascade de coagulation. La réaction est initiée par de faibles quantités de FT qui
vont permettrent la génération de traces de facteurs Vlla, Xa et de thrombine. Ces petites quantités de
thrombine permettent d’activer les plaquettes via leurs récepteurs PARs mais aussi les facteurs V,
VIII, Xl, XIII et le fibrinogéne. L’activation de la voie endogene via les FXla et FIXa permet d’amplifier
considérablement la génération de thrombine et de fibrine. Cette cascade de la coagulation est
régulée par I'antithrombine (AT) qui inhibe principalement le FXa et la thrombine ; par les protéine C et
protéine S qui inhibent les FVa et FVllla et par le TFPI qui inhibe le FT. Ca®" : calcium ionisé, PT :
prothrombine, Fbg : fibrinogéne, MSF : Monomeéres solubles de fibrine, PAR : Protease activated
Receptor. D’aprés Mackman [233].
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VI. 1. 3. Expression tissulaire et cellulaire du FT

L’expression du FT est variable selon les tissus ou organes et résulte probablement d’'une
régulation transcriptionnelle différente selon les types cellulaires. Cette régulation trés fine de
I'expression du FT, encore largement méconnue, est probablement la conséquence d’'une
coopération entre plusieurs facteurs de transcription spécifiques du type cellulaire incriminé.
Le FT est retrouvé en grande quantité dans des organes richement vascularisés tels que le
poumon, le cerveau, le placenta et dans la capsule de différents organes comme le foie, le
rein et la rate; son expression y est constitutive [234]. Les muscles squelettiques et les
articulations en contiennent trés peu. Le FT peut étre assimilé a une « enveloppe
hémostatique » qui protége chacun de ces organes d’une bréche vasculaire accidentelle.
Certaines tumeurs en contiennent aussi beaucoup (épitheliomas, adénocarcinomes et
promyélocytes de la LAM3) [235, 236].

Dans les vaisseaux sanguins, le FT est retrouvé au niveau de I'adventice des artéres saines.
Il est indétectable dans I'endothélium et I'intima et n’est présent qu’a de trés faibles quantités
dans la média d’artéres musculaires comme les coronaires ou les artéres mammaires
internes [237, 238].

Les cellules en contact direct avec les facteurs de coagulation n’expriment pas le FT (lignées
érythroblastiques, mégacaryocytaires et lymphoblastiques). La synthése de FT par les
granulocytes fait encore I'objet de controverses [239-241].

Osterud affirme que le neutrophile ne fait qu’absorber les microparticules circulantes
d’origine monocytaire pour s’enrichir alors en FT [242]. Actuellement, I'expression éventuelle
du FT par la plaquette est aussi sujette a débat [243-2486].

L’expression du FT est constitutive dans les cellules épithéliales pulmonaires, les cellules de
Schwann du nerf, les cellules glomérulaires rénales, les cellules stromales de 'endomeétre,
les cellules épithéliales cutanées, les cardiomyocytes, I'hépatocyte, les fibroblastes de
'adventice des vaisseaux et les adipocytes [234]. Le FT n’est synthétisé qu’en trés faibles
quantités dans les cellules musculaires lisses (CML) de média d’artéres saines.

L’expression du FT est inductible dans les monocytes sanguins, les macrophages tissulaires,
les cellules endothéliales et les CML en réponse a des stimuli variés.

Il est maintenant bien établi que I'activité procoagulante des leucocytes est liée a celles des
monocytes. Au repos, le monocyte ne synthétise pas de FT mais répond a de nombreux
agents stimulants (les complexes immuns, les fragments activés du complément, des
cytokines proinflammatoires comme I'lL-13 ou le TNFa induisent I'expression monocytaire du
FT) [247-249]. L'INFy peut induire une activité FT macrophagique mais ne serait qu’un
costimulateur pour le monocyte [250, 251]. L’endotoxine bactérienne ou lipopolysaccharide

des bacilles Gram négatif est le plus puissant inducteur direct de I'activité FT [252, 253]. De
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nombreux métabolites lipidiques sont aussi capables d’induire la synthése du FT. Le
cholestérol libre ou estérifié, les VLDL ou les LDL peuvent induire une activité procoagulante
monocytaire in vitro [254]. L’hypoxie ou I'acidose peuvent induire I'expression du FT dans les
cellules mononucléées de tissus pulmonaires murins [255].

La cellule endothéliale tapisse sous forme d’une monocouche cellulaire 'ensemble de I'arbre
vasculaire et est en interface direct avec le flux sanguin. Elle est physiologiquement non
thrombogéne car présente sur sa surface apicale des glycoaminoglycanes (GAG) ou la
thrombomoduline. Elle présente aussi une activité profibrinolytique en étant capable de
relarguer de grandes quantités de tissue Plasminogen Activator (t-PA). Au repos, la cellule
endothéliale ne synthétise pas de FT. Cependant, 'endotoxine, le TNFa ou I'lL-1p induisent
sa synthése tout en diminuant I'activité de la thrombomoduline [256, 257]. La thrombine peut
activer la cellule endothéliale en se liant a ses récepteurs PARs membranaires [258].
D’autres molécules comme I'hémoglobine libre ou la fibrine seraient capables d’amplifier
I'expression du FT par la cellule endothéliale préalablement stimulée par 'endotoxine et
pourraient ainsi avoir un effet d’amplification de la coagulation dans certaines pathologies
comme le sepsis ou I'athérosclérose [259, 260]. La cellule endothéliale en apoptose ne
modifie pas sa synthése de FT [261, 262], mais I'apoptose favorise le démasquage du FT
encrypté dans des petites microinvaginations membranaires (cavéoles) et sa dissémination

sanguine par libération de microvésicules membranaires.

Enfin la possibilité d’expression du FT par les cellules musculaires lisses est démontrée mais
sa régulation reste mal connue.

Le FT membranaire n’est pas directement accessible aux FVII et FVIla, mais se situe, pour
les CML, au sein des cavéoles qui forment ainsi un compartiment de réserve du FT [263,
264]. Des modifications membranaires majeures comme la lyse cellulaire ou I'exposition a un
stress oxydant permettent de dévoiler ce FT qui peut ainsi se lier au FVIl et FVlla. A
contrario, il semblerait que le FT soit directement accessible sur la membrane monocytaire
[265].

L’apoptose ou mort cellulaire programmeée est un processus hautement régulé qui aboutit a
la condensation de la chromatine, a la margination du cytosol et au bourgonnement de la
membrane cytoplasmique. L'apoptose permet de dévoiler le FT qui était encrypté au niveau
des cavéoles et qui se retrouve alors exposé a la surface cellulaire dans un environnement
riche en phosphatidylsérine, permettant d’augmenter considérablement son activité sans
augmentation des taux de la protéine. L’apoptose est un événement important du
développement de la plaque athéroscléreuse. Elle touche tous les types cellulaires mais

préférentiellement la CML, la cellule endothéliale et surtout le macrophage.
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VI. 1. 4. FT plasmatique

La disponibilité de trousses commerciales de type ELISA a rendu aisé le dosage de
'antigéne FT dans le plasma. Les individus sains ont des taux plasmatiques bas de FT [266,
267]. Les valeurs moyennes normales sont comprises entre 108 et 172 pg/ml [266-271].

Les taux plasmatiques de I'antigéne FT sont plus élevés chez les patients présentant un
angor instable ou un infarctus du myocarde a la phase aigle [272-276].

Dans I'angor d’effort, certaines études ne trouvent pas de différence par rapport aux
contrdles alors que d’autres études retrouvent des taux augmentés [272, 275, 276]. Dans
I'étude de Falciani et coll., les taux plasmatiques de FT sont retrouvés corrélés aux F1+2 de
la prothrombine (reflet de I'activation de la coagulation), aux complexes TAT ainsi qu'au TFPI
[272].

Le mode de préparation des plasmas utilisés pour ces dosages (centrifugation a environ
2000g pendant 20 min) suggeére que le FT mesuré correspond pour une part a du FT soluble
mais aussi a du FT véhiculé par les microparticules circulantes.

Le FT soluble augmente dans le cancer, le sepsis et les syndromes coronariens mais n’est
probablement pas capable d’initier la cascade de la coagulation car non enchassé dans la
membrane phospholipidique nécessaire a son activité procoagulante [277]. De méme, le rble
physiopathologique de la forme soluble altTF décrite par Bogdanov et coll. reste a ce jour
inconnu. Malgré un fort pouvoir procoagulant, sa concentration sanguine serait
physiologiquement trés faible [226]. Les concentrations plasmatiques de FT augmentent
aussi dans la coagulation intravasculaire disséminée [267, 271], dans le syndrome des anti-
phospholipides [278], dans la cirrhose [279], dans I'insuffisance rénale chronique [268], chez
les patients avec complications microvasculaires du diabéte [280], dans les vascularites
[270]. Une réaction immunologique importante ou une destruction tissulaire augmente donc
le taux de FT dans la circulation générale.

Les microparticules sont d’origine endothéliale, plaquettaire ou leucocytaire et peuvent
fusionner entre elles pour former des particules hybrides riches en FT. La P-sélectine de la
membrane plaquettaire ou endothéliale ou méme des molécules de P-sélectine soluble
peuvent se lier a la P-selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1) de la membranaire
monocytaire pour créer ces microparticules hybrides cellule endothéliale-monocyte ou
plaquette-monocyte. Le bourgeonnement de ces microparticules a partir de la membrane
monocytaire, endothéliale ou plaquettaire est fortement stimulé par cette intéraction P-
sélectine et PSGL-1 [281]. La libération de microparticules par le monocyte est aussi
augmentée par 'apoptose et la stimulation par I'endotoxine ou les cytokines
proinflammatoires. Les concentrations de microparticules sont élevées dans le sepsis, le

lupus et les syndromes coronariens. Les patients en angor instable ou avec un infarctus du

65



myocarde présentent des taux de microparticules circulantes plus élevés que ceux en angor
stable ou non coronariens [282]. Des résultats similaires ont été retrouvés en pathologie
ischémique cérébrale [283, 284]. Ces microparticules seraient un reflet fiable de la présence
d’'une complication thrombogéne et pourraient constituer un marqueur pronostique des
récidives ischémiques. Elles contiennent beaucoup de FT et pourraient étre un vecteur de
dissémination du pouvoir thrombogéne a distance du foyer d’origine.

Polgar et coll. suggérent que le FT circulant véhiculé par ces microparticules est surtout mis
a contribution dans la croissance du thrombus sur Iésion vasculaire minime, pouvant a
I'extréme se réduire uniquement a la cellule endothéliale activée. A contrario, le FT stocké au
sein de la paroi vasculaire, par exemple dans le noyau athéromateux, permettrait la
formation et la croissance d’'un thrombus plus massif comme ceux rencontrés a la surface de

la plaque d’athérosclérose rompue [281].

VI. 1. 5. Réqulation de [l'activité protéolytique du couple FT-FVlla par les inhibiteurs

physiologiques

L’activation de la coagulation par la voie du FT-FVlla est régulé par 2 systémes inhibiteurs

agissant sur l'activité du complexe FT-FVlla : I'antithrombine (AT) et le TFPI.

L’AT est le principal inhibiteur des sérines-protéases de la coagulation (Serpine). Cette
glycoprotéine de synthése hépatique, inhibe le FT par 2 mécanismes indirects. D’une part, la
formation du complexe AT-FT-FVIla rend le FVlla incapable de lier un nouveau site du FT et
d’autre part, la liaison de I'AT au FVlla entraine des modifications conformationnelles du
FVlla qui accélérent alors la dissociation des complexes FT-FVlla [285]. Une étude récente a
montré que I'AT s’opposait au développement de MH d’origine colorectale chez la souris
[286].

Le TFPI est I'inhibiteur spécifique du FT [287, 288]. Il inhibe non seulement I'activité du
complexe FT-FVlla, mais aussi celle du FXa. Cette inhibition se déroule en 2 étapes : Dans
un premier temps, le TFPI se lie par son domaine K2 au FXa qu’il inhibe en formant un
complexe TFPI-FXa. Dans un second temps, le complexe TFPI-FXa se lie par le domaine K1
au complexe FT-Vlla formant un complexe quadri-moléculaire FT-FVIla-TFPI-FXa inactif
[289]. Ce mécanisme d’action n’est possible qu’a partir du moment ou un peu de FXa a été
généré. L’inhibition directe du complexe FT-FVlla -FXa par le TFPI est accessoire. Des
études récentes ont montré que le TFPI s’opposait a la croissance et a I'invasion tumorale

[290]. Une deuxiéme forme de TFPI a été mise en évidence récemment (TFPI-2 ou placental
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protein 5 [PP5] ou matrix-associated serine protease inhibitor [MSPI]) avec, la encore, une

probable action anti-tumorale [291].

VI. 1. 6. Réle du FT dans I'embryogénése, la migration cellulaire et 'angiogénese

L’expression du FT est importante dans les cellules non vasculaires de I'organisme. Cette
réserve de FT d’expression constitutive pourrait jouer un réle autre que celui lié a I'activation
de la coagulation. Plusieurs arguments suggeérent le rble du FT dans la migration cellulaire et
I'angiogénése avec ainsi son implication dans 'embryogénése, le remodelage vasculaire et

le développement tumoral [292].

VI. 1. 6. 1. Réle du FT dans I'embryogénéese

Il n’existe pas de déficit viable en FT. En 1996, 3 groupes indépendants ont créé une souris
délétée du géne FT [293-295]. Les embryons mFT” meurentin uteroa 10,5 jour de
développement par hémorragie et désorganisation importante de la vascularisation du sac
vitellin. Il s’agit d’'un défaut du développement de la couche musculaire entourant les tubes
de cellules endothéliales du vaisseau primitif. L’absence de FT semble affecter la structure
des vaisseaux plutdt que la régulation de la différenciation des cellules endothéliales [129].
Les mécanismes par lesquels le systéme FT-FVII modifie 'angiogénése semblent
dépendants de la signalisation intracellulaire du FT [216, 296].

Les embryons mFT™”, hTF* chez qui une petite activité FT est restaurée par un minigéne
contenant le promoteur et TADNc humains (permettant ainsi de retrouver 1% d’activité FT)
survivent sans hémorragie du sac vitellin [297]. Par contre, le minigéne humain délété du
domaine extracellulaire, ne permet pas la survie de ces embryons [298]. Ces travaux mettent
en évidence le rble clé du FT dans 'embryogénése et le développement vasculaire.

La partie extracellulaire du FT (qui joue le réle de récepteur du FVII) est absolument
nécessaire a 'embryogénése, comme I'ont montré différents modéles de souris

génétiquement modifiées pour les parties extra ou intracellulaires du FT [298].
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VI. 1. 6. 2. R6le du FT dans I'angiogénése

L’hémostase et 'angiogénése sont étroitement liées par I'intermédiaire de la fibrine qui joue
un réle dans la migration cellulaire et la libération de facteurs pro et anti-angiogéniques
[129]. Le FT participe a 'angiogénése par l'intermédiaire de sa voie protéolytique (thrombine)
ou directement par le complexe FT-FVlla. Ces effets sont médiés par le clivage et I'activation
de protéines G couplées avec les récepteurs PARs (Protease-Activated Receptors). Il existe
d’étroites interactions entre le systéme FT-FVII et les facteurs angiogéniques : in vitro, le
VEGEF induit une augmentation de I'expression du FT dans des cellules endothéliales en
culture [299]; de maniére réciproque, I'apport de FVlla sur des fibroblastes en culture,
activant la formation de complexes FT-FVlla, augmente I'expression du VEGF et favorise
I'angiogénése [300]. De la méme fagon, le FT peut stimuler 'expression de VEGF par les
cellules endothéliales humaines [301]. In vivo, notre équipe a récemment démontré que
I'administration de bFGF par voie systémique augmente I'expression du FT sur les
monocytes circulants et dans la paroi vasculaire [302].

Le FT posséde une structure de récepteur aux cytokines de classe Il et présente une sérine
phosphorylable dans son domaine intracytoplasmique [303]. La majeure partie des
complexes FT-FVlla se situe a la face basolatérale des cellules exprimant le FT de maniére
constitutive qui sont inactifs pour la coagulation mais suggére leurs implications dans la
transduction de signaux intracellulaires [304]. Le seul ligand physiologique connu du FT est
le FVlla. Sa fixation au FT permet d’'induire des variations du calcium intracytosolique dans
différents types cellulaires comme dans la cellule endothéliale, moduler I'expression de
différents transcrits dans les fibroblastes humains par amplification de la poly(A) polymérase
et induire la synthése de VEGF pouvant en retour induire la synthése de FT [300, 305-307].
Les mécanismes transductionnels font intervenir la phosphorylation de différents protéines
kinase comme la PKC, les MAP-kinases ou la FAK [305, 308, 309]. Il a récemment été
suggéré que les effets cellulaires du FT pouvaient étre indirects et dis a I'activation des
PARs (Protease Activated Receptors). Les PARs sont des récepteurs cellulaires composés
de 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G et sont activés de maniére
irréversible par clivage de leur extrémité N-terminale par des sérine-protéases. Quatre PARs
ont été identifiés a ce jour dont 3 (PAR-1, PAR-3 et PAR-4) sont des récepteurs de la
thrombine [258, 310]. Le complexe FT-FVlla active PAR-2, FXa active PAR-1 et -2 et la
thrombine active PAR-1, -3 et -4 [233]. Les PARs -1, -2 et -4 sont exprimés par de
nombreuses cellules vasculaires comme la cellule endothéliale et la CML [258]. Les PAR-1
et -4 sont exprimés par les plaquettes [311, 312]. Le réle d’activation cellulaire du FT est

complexe et n'est donc pas médié uniquement par son domaine intracellulaire mais aussi
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par son domaine extracellulaire avec son réle activateur des PARs via les FVlla, FXa et

thrombine dont il a permis la génération.

Le rle du FT dans I'angiogénése tumorale a progressivement été démontré. Cet aspect est

développé plus loin (Chapitre VII).

VI. 1. 6. 3. Effet anti-apoptotique de la liaison FT-FVlla

De récents travaux ont montré un effet anti-apoptotique du couple FT-FVlla sur des cellules
BHK (Baby Hamster Kidney) [313]. Cet effet anti-apoptotique a été spécifique du FVlla
puisqu’une inhibition spécifique des FXa et Flla a été sans effet et n'a pas empéché la
protection cellulaire. L’effet anti-apoptotique a été dépendant de la liaison du FVII au FT et
de I'activité protéolytique du FVlla. Ces résultats ont été ensuite confirmés par une étude sur

des cellules de carcinomes mammaires [314].

VIl. R6le du FT dans la croissance tumorale, I'angiogénése tumorale et le potentiel

meétastatique

Des modéles d’angiogénése tumorale chez la souris ont montré le role du systéme FT-FVII
dans la majoration du potentiel métastatique des tumeurs [216] et de leur vascularisation
[296, 315]. Ces résultats ont été obtenus dans des modéles de cancer de I'ovaire et de
mélanome. L'implication du FT dans I'amplification du processus angiogénique tumoral
semble donc étre aujourd’hui admise.

L’inhibition du FT dans un modéle de sarcome de I'ovaire murin inhibe la croissance et la
vascularisation tumorale. Le FT favorise I'angiogénése tumorale par I'induction de facteurs
angiogéniques tel que le VEGF et linhibition de facteurs antiangiogéniques tels que la
thrombospondine [296]. Le FT permet aussi, par son domaine intracytoplasmique, la
prolifération et la dissémination métastasique de cellules de mélanome humain [216].

La dissémination des cellules tumorales nécessite la fixation du FVlla au FT. Belting et coll.
ont récemment démontré, par I'étude de souris présentant un FT dépourvu du domaine
intracellulaire, que ce domaine inhibe I'angiogénése et la tumorogénése induite par PAR-2.

La phosphorylation du domaine intracytoplasmique Iéve cette inhibition [218].
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VII. 1. Tumeurs et cellules tumorales exprimant le FT

L’immunohistochimie a montrée que le FT est exprimé dans de nombreuses tumeurs,
directement par les cellules tumorales ou par les cellules du stroma tumoral.

Ont étaient répertoriés : les gliomes [316-318], le cancer du sein [319-324], le cancer
pulmonaire [325-328], le cancer prostatique [329-331], le cancer du pancréas [332, 333], le
cancer de I'ovaire [334], I'hépatocarcinome [335], et également le CCR [336-339].

Il a de plus été démontré pour certains cancers (cancer du sein, mélanome, et aussi CCR)
que cette expression du FT était corrélée a un potentiel invasif et métastatique accru [216,
320, 325, 329, 337]. Ceci peut passer par une activation de la coagulation ou par une
activation de I'angiogénése. En effet le FT joue également un role pro-angiogénique et son
degré d’expression est également corrélé a I'importance de I'angiogénése tumorale [340,
341].

Cette activation de la coagulation par hyperexpression du FT peut étre locale et conduire au
« piégeage » de cellules tumorales dans un caillot de fibrine. Celui-ci se bloque dans la
micro-circulation et participe ainsi a la dissémination et la greffe métastatique [342].

Les cellules tumorales expriment parfois le FT de la méme fagon que les cellules non
tumorales de méme origine. Mais le plus souvent, la transformation néoplasique conduit a
une altération de I'antigéne du FT avec soit expression du FT par le tissu tumoral alors que
le tissu non tumoral de méme origine n’exprime pas le FT, soit absence d’expression du FT
par la tumeur alors que le tissu normal I'exprime [221]. L’expression du FT était localisée sur
les cellules tumorales ou les cellules du stroma tumoral.

Les cellules épithéliales non tumorales expriment souvent un taux basal de FT. Aprés
transformation néoplasique, ces cellules tumorales épithéliales expriment souvent plus de FT
que les cellules tumorales non épithéliales [343].

L’expression du FT est variable parmi les tumeurs de méme type histologique ainsi qu’'a
l'intérieur méme d’une tumeur ou le marquage en immunohistochimie peut étre hétérogéne
[343]. Les cellules de cancers bronchiques dérivant des cellules épithéliales bronchiques FT
positives, expriment le FT dans la plupart des études [325-328]. Par contre, dans les études
sur les carcinomes mammaires, les cellules stromales (myofibroblastes, macrophages,
parfois cellules endothéliales) exprimaient plus le FT que les cellules tumorales [319-324],
alors que les cellules stromales mammaires non tumorales exprimaient rarement le FT [343].
En plus d’une expression constitutive, une surexpression du géne du FT peut étre induite
dans les tissus normaux et tumoraux par I'inflammation ou des signaux tumoraux
spécifiques. L'expression du FT par les cellules stromales et les cellules tumorales a la limite

hote - tumeur, pourrait favoriser la croissance tumorale et le potentiel métastatique [323,
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324, 344]. Dans les cancers pancréatiques, I'expression de FT se fait de fagon préférentielle
au front d’invasion tumoral (desmoplasie) [333].

On observe une élévation de la concentration plasmatique de FT chez les patientes
porteuses d’un cancer du sein traité par chimio ou hormonothérapie par rapport a une
population contréle saine [323]. Les cellules tumorales et les cellules stromales expriment
alors de la méme facon le FT [323]. La concentration plasmatique de FT augmente chez les
patients porteurs de mélanome mais sans corrélation avec I'évolution de la maladie et/ou le

potentiel métastatique [345].

VII. 2. FT et cancers colorectaux

Des données concordantes indiquent que la voie du FT joue aussi un réle important dans le
potentiel invasif et métastatique des CCR.

D’une part, différentes lignées humaines de cancer colique expriment du FT. D’autre part, il
existe une relation entre I'importance de I'expression du FT monocytaire et le potentiel
évolutif des CCR humains. Ces résultats sont concordants avec les études menées dans
I'angiogénése tumorale dans lesquelles la vascularisation des tumeurs est fortement
corrélée a I'expression et a 'activité du FT [336]. |l a été montré que 57 % des tumeurs
colorectales exprimaient le FT. L'expression du FT dans 'adénocarcinome colique serait un
facteur de risque d’apparition des MH et ainsi un facteur pronostic du CCR. L’expression du
FT a été corrélée au stade TNM et a la survie [337]. Fait important, 'expression de FT par la
tumeur primitive colique est plus intense chez les patients porteurs de MH. De plus, chez un
méme patient, 'expression de FT est plus importante dans les MH que dans la tumeur
primitive. La survie a 3 ans a été retrouvée significativement diminuée chez les patients
porteurs de tumeurs coliques exprimant le FT (39 % versus 88 %, p<0,005) [337, 338, 346].
Ainsi, 'implication du FT dans I'amplification du processus angiogénique tumoral semble étre
aujourd’hui admise.

Le FT se situe a l'interface entre coagulation et croissance tumorale. On connait I'étroite
relation entre le VEGF et le FT, en particulier au cours des stades précoces de la
transformation adénome - CCR [347]. Cependant, il n’a pas été montré de relation entre
I'expression du VEGF ou du FT et la microdensité vasculaire tumorale, le stade TNM ou la
survie [347]. L’hyperexpression de VEGF par la cellule tumorale stimule I'angiogénése,
I'expression de FT et augmente la perméabilité vasculaire. Des études déja anciennes ont
montré que I'expression du VEGF était corrélée a la progression tumorale chez les patients
porteurs d’'un CCR [348]. Mais le fait que 'activation de la coagulation dans le CCR soit liée

a une surexpression du FT est une notion récente [349].
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VIIl. 3. Modifications génétiques tumorales et FT

Les liens entre anomalies de la coagulation et développement tumoral sont, en partie
expliqués par I'étroite relation entre FT et oncogénes. Il a été montré que 'activation de
'oncogéne K-ras et de p53 augmentait I'expression du FT ainsi que I'activité procoagulante
des CCR [350]. L’activation de 'oncogéne MET dans un modele de souris a conduit a la
formation d’hépatocarcinomes multi-focaux. Ceci a été précédé par un syndrome thrombo-
hémoragique fatal renforgant I'idée d’un lien étroit entre activation oncogénique et
hémostase. Certaines anomalies de la coagulation ont été corrigées par un inhibiteur de la
cyclo-oxygénase 2 (Rofecoxib) [351].

La progression tumorale semble ainsi guidée par les oncogénes via des anomalies de la
coagulation. Des études récentes ont confirmé I'action anti-tumorale des héparines de bas
poids moléculaire [352]. De la méme fagon, de nombreuses protéines de la coagulation ont
joué un role important dans la croissance tumorale, le processus métastatique et

'angiogénése tumorale [212].

VIIl. Possibilités de modulation pharmacologique du FT

VIII. 1. Modulation de I'expression

Les agents pharmacologiques et molécules thérapeutiques influengant I'expression du FT,
sont nombreux bien qu’aucun d’entre eux ne soit vraiment spécifique, ni utilisé en pratique
clinique pour cet usage précis. L’objet de ce paragraphe n’est pas d’en établir une liste

exhaustive.

*Les corticoides ont un effet discordant sur I'expression du FT dans les cellules
mononucléées: |'effet est activateur ou répresseur selon que les cellules sont coincubées ou
non avec des lymphocytes [353, 354].

*Les oestro-progestatifs augmentent I'expression du FT probablement par une activation de
NK-«xB [355].

*L’effet de la ciclosporine est biphasique : I'expression du FT est inhibée a faible dose mais
augmentée a dose plus forte [356].

*Les analogues nucléotidiques comme la pentoxyphilline augmentent le contenu cellulaire en
AMPc et diminuent la transcription du FT [357].

*L’acide tout-trans-rétinoique inhibe I'expression du FT monocytaire [358]. La desmopressine

augmente I'expression de FT par les cellules endothéliales in vitro et favorise I'activation
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plaquettaire [359].

*L’aspirine a forte dose inhibe in vitro la transcription du FT dans le monocyte stimulé en
bloguant la translocation de NF-kB/c-Rel dans le noyau [360].

*Des agents antioxydants comme le curcumin ou le glutathion inhibent I'expression du FT
par des effets transcriptionnels et post-transcriptionnels [361]. Une étude récente a testé
I'effet anti-tumoral de I'EF 24 un des composants principaux du curcumin sur des cellules
humaines de carcinomes mammaires et de mélanomes [362]. Cet effet est dépendant de la
liaison FVlla et FT. L’EF 24 posséde des propriétés anti-tumorales sur des cellules humaines
de cancer de I'ovaire résistantes a 'oxaliplatine [363].

*En bloquant la synthése de I'angiotensine Il et augmentant la synthése de NO, les
inhibiteurs de I'enzyme de conversion s’opposent a I'activation de NK-«kB et réduisent ainsi la
synthése de FT [364].

*La L-arginine, principal précurseur du NO, atténue I'expression du FT monocytaire dans un
modéle d’angioplastie sur lapin hypercholestérolémique [365].

*Les fibrates ont des propriétés normolipémiantes mais également antiathérogénes. Leurs
effets pharmacologiques sont médiés par les Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
(PPAR) o dont ils sont des agonistes. Neve et coll. démontrent que I'acide fénofibrique et
d’autres agonistes PPARa inhibent la synthése du transcrit FT dans la lignée monocytaire
THP-1 mais également 'activité FT de monocytes et macrophages sanguins stimulés par
IL-1B ou le LPS [366, 367].

*De nouvelles stratégies utilisant des ribozymes, des oligodésoxynucléotides antisens ou la
technologie de RNA interference ont permis d’inhiber de maniére efficace la traduction
protéique [261]. Cependant le développement clinique de ces molécules se heurte aux
problémes de leur vectorisation et de la sécurisation de leur administration mais aussi aux

importantes quantités a utiliser pour assurer leur efficacité.

*Les statines sont des inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-methylglutarylcoenzyme A (HMG-CoA)
Reductase et sont trés utilisées pour leurs propriétés hypocholestérolémiantes permettant de
réduire le LDL-cholestérol. De nombreuses études in vitro et in vivo démontrent que les
statines inhibent I'expression et I'activité du FT. La simvastatine, fluvastatine, cerivastatine et
pravastatine réduisent in vitro I'expression de I'activité et de I'antigéne FT par des monocytes

et macrophages stimulés ou non par le LPS ou les LDL acétylées [368-370].

La simvastatine réduit également I'expression du FT dans la CML et la cellule endothéliale
[371, 372]. Quatre études chez I'animal et 3 chez ’homme ont démontré I'effet in vivo des

statines sur le FT.
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Il faut signaler que le risque de CCR a été diminué chez les utilisateurs réguliers (pendant au

moins 5 ans) de statines [373].

VIII. 2. Inhibition directe de I'activité du FT

De nombreuses molécules ont initialement été développées pour inhiber I'activité du FT puis
d’autres ont été créées pour inhiber plus globalement I'activité du complexe FT-FVlla.
Plusieurs études chez I'animal et chez ’homme ont démontré les propriétés
antithrombotiques d’anticorps monoclonaux anti-FT comme le D3H44 ou I’AP-1 qui inhibent

la formation ou I'activité du complexe FT-FVlla [374].

L’inhibition du complexe FT-FVlla a aussi pu étre médiée par des mutants FT solubles,
comme le hTFAA composé uniquement de la partie extracellulaire de la molécule, et qui se

lient au FVII sans l'activer [375].

Des peptides ou petites molécules synthétiques comme le PHA-927F, sont capables
d’inhiber la liaison du FX au tandem FT-FVlla sans perturber 'activation du FIX ; ce qui se
traduit par une bonne efficacité antithrombotique sans augmentation du risque hémorragique
associé [376].

Une autre approche envisagée a été d’inhiber les fonctions du FVlla ou la formation du
complexe FT-FVlla. Le FFR-FVIla ou ASIS (Active Site-Inactivated factor Seven) est une
molécule de FVlla dont le site actif est inactivé de maniére irréversible par le D-Phe-L-Phe-L-
Arg chloro-methyl ketone [377, 378]. L'ASIS entre en compétition avec le FVlla pour se lier
au FT et inhibe ainsi l'activation du FX. L’ASIS administré en intraveineux ou directement
dans la carotide a démontré son activité antithrombotique chez l'animal. De nouveaux
peptides inhibiteurs de I'exosite du FVIla comme I'E-76 ou A-183 neutralisent I'activation du
FX et sont en cours de développement [379]. De petits peptides inhibiteurs du complexe FT-
FVila comme XK1 ou rNAPc2 ont démontré leurs efficacité dans des modéles animaux de
thrombose artérielle et de choc septique [380].

Le TFPI recombinant (TFPIr), appelé tifacogin, inhibe la thrombogénése dans de
nombreux modeles animaux [381, 382]. Mais a cause des grandes quantités de TFPIr qui
devaient étre utilisées pour étudier ses effets en thromboses artérielles ou veineuses, il a
surtout été testé dans le choc septique. L’efficacité clinique du TFPIr n’'y a pas été
complétement démontrée et son utilisation semblait méme associée a un risque accru de
saignement. L'utilisation de rétrovirus ou d’adénovirus contenant le géne du TFPI a permis
d’augmenter les concentrations de la protéine dans la paroi vasculaire et d’inhiber

efficacement la formation du thrombus et la resténose [383, 384].
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Au total, le pronostic du CCR est dominé par I'apparition et le développement de métastases
hépatiques. A 'heure actuelle, les chimiothérapies adjuvantes sont insuffisantes pour
empécher ce développement dans environ 20 a 30 % des cas.
Par ailleurs, des données concordantes indiquent que la voie du FT joue aussi un rble
important dans le potentiel invasif et métastatique des CCR :

1. Différentes lignées humaines de CCR expriment du FT,

2. Il existe une relation entre I'importance de I'expression du FT monocytaire et le

potentiel évolutif des cancers colorectaux humains.

3. L'expression du FT dans les CCR serait un facteur de risque d’apparition des MH
et ainsi un facteur pronostic du CCR.
Ces résultats sont concordants avec les études menées dans I'angiogénése tumorale dans
lesquelles la vascularisation des tumeurs est fortement corrélée a I'expression et a 'activité
du FT. A ce jour aucun travail n’a spécifiquement étudié I'effet d’'une inhibition spécifique de
la voie du FT en pathologie cancéreuse colorectale.
Nous avons donc émis I'hypothése q’une inhibition de la voie du FT pourrait empécher le
développement de MH.
Notre équipe avait réecemment testé un inhibiteur de I'activité protéolytique du couple FT-
FVlla, le FFR-Vlla, qui est une molécule variante du FVIla humain, mais dont le site actif est
bloqué par un tripeptide. Nous avions constaté que le FFR-Vlla était capable d’inhiber
'angiogénése dans un modéle original développé dans l'oreille de souris [385].
Nous nous sommes donc fixé I'objectif d’explorer I'effet de cet inhibiteur sur I'évolution du

CCR dans un modéle expérimental adapté.
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Travaux personnels
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Les améliorations pronostiques du CCR viendront d’un diagnostic plus précoce permettant la
résection dans de bonnes conditions de la tumeur primitive, mais surtout du contréle de la
dissémination des métastases, au premier rang desquelles les MH, qui représentent
aujourd’hui la premiere cause de mortalité de ces patients. Soixante a 75 % des patients
porteurs de MH inopérables sont résistants au 5-FU. Les chimiothérapies dites de 2éme et
3éme lignes sont alors le seul recours avec des résultats médiocres [93, 96, 386]. Devant
I'efficacité trés partielle des traitements classiques, il semble urgent de définir de nouvelles
stratégies thérapeutiques visant a s’opposer au processus tumoral métastatique.
L’'immunothérapie, les anticorps monoclonaux, la thérapie génique, sont autant de voies de
recherche intéressantes. A ce titre, les stratégies anti-angiogéniques constituent une arme
anti-tumorale supplémentaire. La compréhension de I'angiogénése tumorale a permis
I'emploi de nouvelles molécules comme les molécules anti-EGFR et anti-VEGF (Erbitux®,
Avastin®) avec des résultats encourageants [387, 388]. Le FT, récepteur cellulaire du facteur
VIl de la coagulation posséde un réle majeur dans I'angiogénése et le potentiel invasif des
CCR. Cependant, les mécanismes d’action sous jacents sont complexes et encore
incomplétement connus. Lors d’une effraction vasculaire, les cellules exprimant le FT
rencontrent le FVII et le couple FT-FVlla conduit par son action protéolytique, a la formation
de fibrine par le biais du facteur Xa et de la thrombine (facteur Ila). Il est probable que la
dissémination tumorale soit sous la dépendance de la voie de formation de fibrine [389],
mais aussi des différentes voies de signalisation directement induites par le FT [216, 390].
Différentes études ont montré que l'inhibition de 'activité protéolytique du couple TF-FVlla
pouvait s’opposer a la croissance tumorale et aux métastases pulmonaires [296, 341, 390-
392]. Mais aucun travail n’a montré qu’une telle inhibition pouvait s’opposer, in vivo, a la
greffe de cellules tumorales dans le foie. Nous rapportons les résultats de nos travaux sur
l'inhibition de la voie du FT par un inhibiteur compétitif du facteur Vlla (FFR-VIla) dans un

modele expérimental de tumeur sous cutanées et de MH induites chez le rat.
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1. Les modeéles expérimentaux de métastases hépatiques

La mise au point de traitements des MH de CCR nécessite I'utilisation de modéles
expérimentaux. Différents modéles sont décrits dans la littérature [393] :

1. Un modele de cancer colique chimio-induit (par la 1, 2 diméthylhydralazine ou ses dérivés
comme 'azoxyméthane) entrainant 6 mois aprés l'injection 20 a 25 % de MH. Ce modéle
respecte bien I'histoire naturelle du cancer mais reste peu utilisable en raison de son faible
rendement et de son inertie.

2. L'injection intra-splénique de cellules coliques tumorales humaines permet d’obtenir des
MH chez la souris athymique.

3. L'injection orthotopique de cellules tumorales coliques dans la paroi du caecum
permettrait de reproduire I'histoire naturelle des cancers coliques humains et de leurs MH
associées. |l reste cependant a établir que ces injections ne sont pas associées a une
dissémination directe intravasculaire du fait de la présence d’'un riche réseau sanguin de la
muqueuse et de la sous-muqueuse caecale.

4. Le dernier modéle utilise l'injection intra-portale de cellules cancéreuses d’origine colique,
la lignée DHD K12 établie dans le laboratoire du Dr. Martin a Dijon (cellules DHD K12 proB).
Ces cellules ont été obtenues aprés passage sous-cutané de carcinome colique chimio-
induit par la 1, 2 dimethylhydrazine chez le rat BD IX. Elles sont hautement tumorigénes en
modéle syngénique par voie sous-cutanée, ou intra-portale pour I'induction de MH. Par voie
intra-portale, I'injection de cellules proB permet I'obtention de MH en 4 semaines chez 100 %
des rats syngéniques BD IX. Elles donnent lieu & des MH macroscopiques en 7 jours lorsque
20 millions de cellules proB sont injectées par voie intra-portale. Au troisi€me jour de
l'injection intra-portale, les MH sont microscopiques avec quelques cellules carcinomateuses
et une couronne périphérique de cellules lymphocytaires. Ce modéle court-circuite I'histoire
naturelle du CCR, notamment le procesus de passage dans la circulaion de cellules
tumorales, mais a I'avantage d’un rendement excellent puisque la totalité des rats injectés
développent des MH. [394]. Dans un précédent travail (Mémoire de DEA, Ph. Zerbib, Paris
XI'; 1995-96), nous avons utilisé ce modéle dans une étude pilote de faisabilité visant a
traiter les MH par thérapie génique. Nous avons étudié la faisabilité d’'une destruction ciblée
des MH de CCR chez le rat syngénique BD IX par transfert d’'un géne suicide, la thymidine
kinase de I'herpés virus simplex de type 1 (TK). Ce géne TK, placé sous le contrdle d’'un
promoteur fort et ubiquitaire RSV (Rous Sarcoma Virus) transforme le ganciclovir (GCV)
inactif en une forme triphosphate cytotoxique pour les cellules en division. Aprés injection
d’'un adénovirus recombinant (Ad) par voie veineuse périphérique, nous avons mis en
évidence une efficacité anti-tumorale de la construction adénovirale Ad-pRSV-TK + GCV sur

les micro-MH induites.
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Au 3°™ jour de l'injection intra-portale de cellules proB, il existe donc des micro-métastases
hépatiques, invisibles macroscopiquement. Ce modéle mime la situation de clinique
humaine, ou la tumeur primitive a été réséquée et la probabilité de voir se développer des
MH est suffisament forte pour proposer un traitement adjuvant (comme dans les stades lli
de I'UICC).

2. Résumé des travaux

Matériels et Méthodes

Cellules et animaux utilisés

Nous avons utilisé un modéle de MH décrit par Chauffert (118) et la lignée cellulaire DHD
K12 proB chez des rats BD IX syngéniques méles (Charles River, France) agés de 9
semaines, de 250 grammes. Les cellules proB, founies par le Dr Martin de I'Unité Inserm
517, ont été obtenues aprés passage sous-cutané de carcinome colique (lignée DHD/K12)

chimio-induit par la 1,2-dimethylhydrazine chez le rat BD IX (Figure 12).

Figure 12 : Cellules DHD/K12 proB a confluence.

Les cellules proB congelées ont d’abord été mises en culture « primaire ». Apres lavage
dans 10 ml de HAM-F10, elles ont ensuite été centrifugées a 400g pendant 5 minutes a
20°C. Le culot a été repris dans 5 ml de milieu, puis les cellules comptées en cellule de
Malassez. Les cellules ont ensuite été ensemencées a raison de 0,3.105 cellules/ml par
flacon de culture de 75 cm2 (Falcon, France) contenant 15 ml de milieu de culture. Les
flacons ont été placés dans un incubateur a 37°C sous 5% de CO2. Le milieu de culture était

changé tous les trois jours jusqu’a confluence (environ 14 jours).
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A confluence, les cellules ont été lavées 2 fois avec du tampon HBSS (sans Ca2+, ni Mg2+)
(Invitrogen France), puis décollées par la trypsine-EDTA (Invitrogen, France) a raison de 5
ml par flacon pendant 13 minutes a 37°C. La réaction a ensuite été neutralisée par I'ajout de
5 ml de milieu de culture a 20% de SVF. Les cellules individualisées par pipetages
successifs et récupérées dans un tube Falcon ont été centrifugées a 400g pendant 5
minutes a 20°C, puis le culot remis en suspension dans 5 ml de milieu de culture et
recomptées. La suspension cellulaire a alors été répartie dans de nouveaux flacons de 150
cm2 a raison de 0,5.105 cellules / ml ou dans des microplaques 24 puits (Nunc, Danemark)
a raison de 1.104 cellules / ml par puit. Le milieu de culture a été complété a 30 ml par flacon
et 1 ml par puit. Les flacons et les microplaques étaient placés dans un incubateur a 37°C
sous 5% de CO2 et le milieu de culture changé tous les trois jours jusqu’a confluence
(environ 7 jours). Au moment des passages, des cellules étaient cytocentrifugées (300 tours
/ minute, 4min) sur lames afin de réaliser différents marquages en immunocytochimie.

Deux anticorps ont été utilisés : un anticorps monoclonal anti-FT humain (4509, American
Diagnostica, France), et un anticorps polyclonal anti-cytokeratine 20 (N-13, Santa Cruz,
France). L’anticorps anti-FT a été utilisé a 10 ug / ml. Le kit VECTASTAIN elite ABC
peroxydase (AbCys, France) a été utilisé pour la révélation.

Pour le marquage FT, aprés décongélation, les lames étaient fixées dans de I'acétone pure a
4°C. Apres rehydratation dans du tampon PBS (pH 7,2, Sigma, France) les lames étaient
incubées pendant 20 minutes avec du sérum de cheval (blocage des sites non spécifiques).
Aprés avoir enlevé I'excés de sérum bloquant, I'anticorps primaire était incubé a 4°C pendant
1 nuit en chambre humide. Aprés 3 lavages en PBS, I'anticorps secondaire anti-souris
biotinylé était déposé pendant 1 heure a température ambiante. Enfin, aprés 'incubation
avec le complexe avidine-biotine peroxydase pendant 1 heure, la diaminobenzidine
tétrachloride (DAB, Sigma, France) permettait la révélation. Une contre coloration a
’hématoxyline de Gill diluée au 20éme était réalisée. Les lames étaient ensuite
déshydratées par des bains successifs d’alcool (75°, 95° et absolu), et luttées avec du
clearium®.

Pour le marquage cytokératine 20, le blocage des sites non spécifiques a été réalisé par du
sérum de lapin (AbCys, France) a 1,5%, I'anticorps polyclonal anti-cytokératine 20 a été
utilisé a 2,5 ug / ml et l'anticorps secondaire était un anti-chévre biotinylé (AbCys, France).
La révélation était faite comme précédemment.

L’activité FT a été déterminée par une méthode amidolytique utilisant un substrat
chromogeéne (le S2765) spécifique du facteur Xa. Le facteur Xa a réagit avec le S2765 qui a
été clivé en deux composés dont un chromophore de couleur jaune. L’intensité de la
coloration a été proportionnelle a la quantité de S2765 dégradé, donc proportionnelle a la

quantité de Xa et donc a la quantité de FT exprimé, dans un systéme ou le facteur X était en
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exceés. La détection a été faite par mesure de la densité optique a 405 nm a l'aide d’'un
spectrophotométre. Arbitrairement, la valeur de 1000 U de FT a été attribuée a 1 ml de
thromboplastine humaine (thromborel, Behring). Les tests ont été réalisés dans une
microplaque sur 50 pl de thromborel dilué ou du lysat cellulaire (incubation 2 minutes), 50 pl
de CaCl2 0,25M (incubation 3 minutes), 50 ul de PPSB (apport du FVII et FX, laboratoire de
fractionnement et des biotechnologiques, France), (incubation 3 minutes), et 50 ul de
substrat chromogéne S-2765. Au final, I'activité était exprimée en mU de FT par mg de
protéines. Le dosage des protéines totales était réalisé par la technique de Bradford. Un test
de neutralisation avec un anticorps monoclonal anti-FT humain était réalisé (4508, American
Diagnostica, France).

Pour déterminer la possibilité d’'une surexpression du FT par les cellules proB, les cellules,
mises en culture en plaque 24 puits, ont été sevrées en SVF pendant 48 heures puis
stimulées par différents agents inducteurs (bFGF, SVF 20%, SVF 20%+LPS, LPS) pendant

16 heures, et également placées en hypoxie.

Modéles de tumeur

Nous avons utilisé 2 modéles tumoraux : un modéle sous-cutané, et un modéle de MH.

Les rats étaient anesthésiés par injection intrapéritonéale (0,2 ml /100g) d’'un mélange de
3,75 ml de kétamine (100 mg / ml) (Panpharma, France), de 0,5 ml de xylazine (100 mg / ml)
(Rompun, Bayer, France) complété avec 5,75 ml d’eau stérile.

Dans le modéle sous-cutane, 1 million de cellules DHD/K12/proB ont été injectées dans le
flanc de I'animal (figure 13). Ce modéle donne lieu a des tumeurs d’environ 1ml en 40 jours.
Dans le modéle de MH, les rats ont été laparotomisés dans des conditions d’asepsie
chirurgicale. Le foie était refoulé en haut et en dehors, l'intestin gréle et le colon repoussés
en bas et a gauche de 'animal. La veine porte était ainsi exposée et ponctionnée pour
I'injection de 20 millions de cellules DHD/K12/proB (Figure 14). L’hémostase du point de
ponction était réalisée par application d’hémostagéne (surgicel, Ethicon, France). La paroi
abdominale était ensuite refermée en deux plans. Dans ce modéle, des micrométastases ont
été présentes au 3éme jour de I'injection intra-portale, évoluant dans tous les cas vers une
dissémination métastatique massive dans le foie a J 15 puis d’autres organes a J 30. Les
MH ont été macroscopiques au 7éme jour de I'injection intra-portale.

Dans les deux modéles, une analgésie post-opératoire immédiate a été assurée par une

injection intra-musculaire de 20 mg/kg de nefopam (Acupan, Biocodex, France).
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Figure 14 : Injection intra-portale des cellules proB chez le rat BD IX.

Protocoles d'utilisation du FFR-VIla et sacrifice des animaux

Le FFR-VIla nécessaire a la réalisation de ce protocole nous a été gracieusement fourni par
le laboratoire Novo-Nordisk (Danemark).

La posologie de FFR-FVIla a été la plus forte utilisée chez les rats sans que ne surviennent
de complications hémorragiques (Données de NovoNordisk).

Dans une premiére série d’expérimentations, le FFR-FVlla a été utilisé selon un protocole

adjuvant, débutant a J 3 aprés l'injection des cellules tumorales (Figure 15), et dans une
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seconde série d’expérimentations, selon un protocole palliatif, débutant a J 7 apres l'injection
(Figure 16).

Groupe FFR-Vlla

L Injection intraperitonéale
Injection de FFR-Vlla

de cellules proB J3¢ ¢ ¢ ¢ ¢J7 Sacrifice

| / \ b
10 \ / - J14 430
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Injection intra-peritonéale de
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Figure 15 : Traitement par le FFR-Vlla selon le protocole adjuvant.
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Figure 16 : Traitement par le FFR-VIla selon le protocole palliatif.

Concernant le modele de MH, le protocole adjuvant a mimé la situation clinique humaine ou
la tumeur primitive colique a été réséquée et ou la probabilité de voir se développer des MH
est forte (100 % des cas dans notre modéle expérimental). Dans le protocole palliatif, des
MH se sont déja développées. Concernant le modéle sous-cutané, le protocole palliatif
débute a un moment ou la croissance tumorale est déja macroscopiquement visible, et ou

existe une angiogénése tumorale (Figure 17).
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Figure 17 : Coupe histologique (coloration MGG) d’'une tumeur sous cutanée.

L’infiltrat de cellules tumorales (*) contient de nombreuses cellules inflammatoires ainsi

que des vaisseaux dont certains sont perfusés (—} ).

Dans les 2 protocoles, le FFR-Vlla a été injecté par voie intra-péritonéale a la dose de 10 ug
/ g/ 24 heures pendant 5 jours consécutifs. Les rats témoins ont recu en intra-péritonéal le
méme volume de solvant stérile, remplacant le FFR-Vlla.

Deux séries de rats ont été sacrifiées respectivement au 14éme et au 30éme jour de
I'injection intra-portale de proB pour examen macroscopique et histologique du foie, du
péritoine, de la rate et des poumons.

Au moment du sacrifice, les rats étaient anesthésiés par une injection intra-péritonéale de
pentobarbital sodique dilué (1ml dans 3ml de sérum physiologique). Les rats étaient ensuite
euthanasiés par une injection intra-péritonéale de 1 ml de pentobarbital sodique pur (Sanofi,
France). Suite au sacrifice une premiére analyse visuelle permettait de déterminer d’'un point
de vue macroscopique la présence de métastases sur le foie, les poumons ou la rate. Ces
organes étaient ensuite prélevés rapidement.

Les organes ont été inclus en paraffine pour des coupes de 7um tous les 200um puis colorés

par MGG trichrome. Cette coloration a permis un décompte facile des vaisseaux tumoraux.

Analyse statistique

Les comparaisons ont été effectuées par test de Student. Les valeurs ont été exprimées en
moyenne +/- écart type. Le test y2 a été utilisé pour la comparaison de 2 ou plusieurs
variables nominales. Ces analyses, réalisées grace au logiciel Statview (Abacus Concept,

USA), ont été considérées comme significatives quand p < 0,05.
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Résultats

|- Résultats in vitro

Les cellules proB ont exprimé la cytokératine 20 et le FT a I'état de base (Figure 18).
Aucune augmentation de I'activité FT n’était observée aprés 16 heures d’'incubation en

présence d’agents stimulants (Figure 19) ni d’hypoxie.

B

Figure 18 : Expression de la cytokératine 20 (A) et du FT (B) par les cellules proB.
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Figure 19 : Activité FT des cellules proB en fonction de différents inducteurs.



II- Modéle sous cutané

II-1- Protocole adjuvant

Dix rats ont été inclus dans le groupe traité et 10 dans le groupe contrdle.
Macroscopiquement, aucune différence significative n’a été observée entre les groupes traité
et contrOle, que ce soit pour la taille de la tumeur a J 14 (contrbles : 7+2mm versus traités :
6.5+1.5mm). L’histologie n’a pas montré de différence entre les groupes (Trichrome de
masson) (Figure 20). Il n’a pas non plus été observé de différence en ce qui concerne le
nombre de vaisseaux tumoraux (contrdles: 219+12, traités : 212+17). De ce fait, aucun rat

n’a été sacrifié a J 30.

11-2- Protocole palliatif

Etant donné I'absence d’effet anti-tumoral dans le groupe adjuvant, il n’a pas été réalisé de

traitement palliatif dans ce modéle.

Figure 20 : Coupes histologiques de tumeur sous-cutanée chez un rat contrdle (A et C) et un
rat FFR-Vlla (B et D) a J14. Les fleches noires indiquent les travées de fibrose, les fleches

blanches les vaisseaux.
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[ll- Modéle de MH

I1I-1- Groupe « adjuvant » (début du traitement a J3)

Vingt-cing rats (11 témoins, 14 traités par le FFR-VIla) ont été sacrifiés au 14éme jour de
l'induction métastatique. Dix des 11 rats témoins étaient porteurs de MH macroscopiques.
Parmi les 14 rats traités, 12 étaient indemnes de prolifération tumorale. Les 2 derniers
présentaient les mémes MH macroscopiques que les rats témoins. Le poids des rats témoins
lors du sacrifice était inférieur au poids de départ (252 +/- 26 g versus 294 +/- 44 g) sans que
la différence soit significative (p=0,2). Le poids des rats traités était identique au poids de
départ (259 +/- 20 g versus 261 +/-27 g). Nous n’avons pas observé d’effet indésirable du
FFR-Vlla chez les rats traités, en particulier pas de phénoméne hémorragique. Les
poumons, la rate et le péritoine étaient indemnes de prolifération tumorale chez les traités et
chez les témoins. Les études histologiques ont confirmé les observations macroscopiques
(Figure 21).

Groupe contréle
Foie métastatique

Groupe FFR-FVlla
Foie normal

Macroscopie Trichrome de Masson

Figure 21 : Foie de rat controle (A et B) et de rat traité (C et D). Les fléches indiquent les

métastases hépatiques et la limite tumorale sur les coupes histologique.
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Une deuxiéme série de 7 rats (2 témoins, 5 traités par le FFR-Vlla) a été sacrifiée au 30éme
jour de l'induction métastatique. Les rats témoins étaient porteurs de MH macroscopiques
associées a une carcinose péritonéale (Figure 22). Quatre des 5 rats traités étaient

indemnes de prolifération métastatique. Les rats témoins ont maigri sans que la différence

soit significative (262 +/- 2 g versus 280 +/- 6 g ; p = 0,054) et les rats traités ont pris du
poids (287 +/- 24 g versus 265 +/- 21 g; p = 0,17).

Figure 22 : Métastases hépatiques et carcinose péritonéale chez un rat témoin sacrifié a J
30.

11-2- Groupe « palliatif » (début du traitement a J7)

Nous avons inclus 9 rats (5 témoins et 4 traités par le FFR-VIIa). Tous les rats étaient
porteurs des mémes MH lors du sacrifice au 14éme jour de l'induction métastatique. Nous
n’avons pas observé de différence histologique entre les MH des rats traités et des rats
témoins en particulier, la densité en vaisseaux perfusés au sein des MH était identique. Nous
n’avons donc pas observé d’effet anti-tumoral du FFR-Vlla en situation « palliative » lorsque

les MH étaient déja présentes.

Une partie de ces travaux ont été réunis dans I'article qui suit.
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Abstract

Background Expression of the principal initiator of coagulation, tissue factor (TF), by
colorectal cancer (CRC) cells is an important mediator of angiogenesis and metastasis.
Binding of factor VIla (FVIla) to TF and TF/FVIla activity is obligatory for this process and
we hypothesized that inhibition of the TF pathway by active site-blocked FVIla (FFR-FVIIa)
may prevent the development of hepatic metastasis in CRC.

Materials and Methods Rat tumoral cells (DHDK12 proB cells) expressing high levels of TF
were injected in the portal vein in syngenic BDIX rats. Rats received intraperitoneal injection
of either FFR-FVIla, from day 3 to day 7 (adjuvant treatment) (n = 19) or of solvent buffer (n
= 18) (control group). Additionally, cancer cells were infused subcutaneously in 20 other rats,
which were assigned to FFR-FVIla adjuvant treatment (n = 10), or buffer treatment (n = 10).
Macroscopical and histological analysis was performed at day 14.

Results In the control group, infusion of cancer cells resulted in development of
macroscopical hepatic tumours in 17 / 18 rats. In the adjuvant FFR-FVIla group,
macroscopical hepatic tumours were visible on the liver surface in 3 / 19 rats (p = 0.002). All
rats with subcutaneous injection of proB cells exhibited macroscopical tumours, with no
significant difference between the control and the treated ones.

Conclusion Inhibition of the proteolytic activity of TF-FVIla complex blunted hematogenous
hepatic metastasis and is a relevant target for the prevention of hepatic metastasis in CRC.

TF-blocking agents should be investigated as adjuvant treatment in this setting.

Key words

Colorectal cancer, tissue factor, hepatic metastasis, experimental model
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Introduction

Occurrence of hepatic metastasis is the leading cause of death in colorectal cancer (CRC),
making their prevention a major challenge [395]. Current available adjuvant therapies aiming
at preventing hepatic metastasis, such as SFU-leucovorin, irinotecan or oxaliplatin, are clearly
insufficient, making the development of new efficient adjuvant agents highly desirable [396].
Hyper-coagulability and angiogenesis are involved in cancer progression, through up-
regulation of tissue factor (TF), the cellular receptor of coagulation factor VII (FVII), and the
principal initiator of the coagulation cascade [261]. After binding of FVII to TF, the TF-FVIla
complex induces proteolytic activation of factor X and generation of thrombin, leading to
platelet activation and fibrin clot formation. TF-FVIIa also induces activation of protease-
activated receptors (PAR), and more specifically PAR-2 [397]. TF, hereby, acts as a cell
receptor which mediates intracellular signals and regulates gene expression [398]. TF is
expressed by most CRC cells, and this aberrant expression is proposed to be directly linked to
oncogenic mutations of K-ras oncogene and loss of p53 tumour suppressor gene in human
CRC cells [350]. Several lines of evidence indicate that TF is a major actor in hepatic
metastatic dissemination of CRC cells: 1) TF expression in primary tumours was shown to be
significantly higher in patients with than without liver metastasis [336, 337, 399, 400]; 2)
significantly higher TF expression was observed in tumour cells from hepatic metastasis than
in the corresponding primary tumour cells [338, 400]; 3) The overall survival rate of patients
with CRC was shown to be significantly lower among patients with TF positive ratherthan
with TF negative tumour cells [337]; 4) TF expression was found to be significantly more
frequent on tumour cells from patients with Dukes C disease compared with patients with
Dukes A and B disease [336]. Moreover, TF gene silencing has been demonstrated to inhibit
cancer progression and metastasis in vivo [401]. Several previous experimental reports

suggest that inhibition of TF-FVIla proteolytic activity may reduce tumour growth and
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pulmonary metastasis [341, 390-392]. Still it is important to further examine to what extend in
vivo inhibition of TF-FVIIa activity is capable of inhibiting hepatic engraftment of CRC cells.
We therefore analyzed the effects of inhibiting TF-FVIla complex formation and proteolytic
activity in a rat model of hepatic metastasis of CRC. This was achieved through treatment
with active site-inactivated factor VIla (FFR-FVIIa), which exerts its effects by limiting the
formation of functionally active TF-FVIIa complexes by directly competing with plasma

FVIla for available TF sites on cell surfaces [402].

Methods

FFR-FVlla

Phe-Phe-Arg-chloromethyl ketone inactivated FVIla (FFR-FVIIa) was prepared as described
[403].

Cell culture and characterization

DHD/K 12/ TRb (proB) cells, a tumour cell line established from 1,2-dimethylhydrazine
induced colon carcinoma in BDIX rats (a kind gift from B. Chauffert, Inserm U 517, France)
were used in this study. Cells (0.3.10° cells/ml) were cultured in HAMF10 Glutamax
(Invitrogen) with 20% fetal calf serum (Biowest), HEPES buffer (20mM) (Invitrogen),
penicillin-streptomycin and fungizone (Invitrogen), bovine insulin (Roche), and aminoacids
(Invitrogen) in 75 cm? flasks (Falcon), at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere. At
confluence (after approximatively 14 days), culture medium was removed, cells were washed
in HBSS buffer, removed by trypsin-EDTA during 10 minutes at 37°C, and cultured in 150
cm?’ flasks (0.5.10° cells/ml) for 7 days, or in microplaques (1.10* cells/mL).

TF expression by proB cells was analyzed through 1)immunocytochemical analysis on
cryopreserved cytocentrifuged slides, using monoclonal anti human TF (10pg/ml) (4509,

American Diagnostic), revealed with VECTASTAIN elite ABC peroxydase (Vector);
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Antibodies were applied for 1 night at +4°C in a humidified chamber; A negative control (IgG
isotype) was included. Color was developed for peroxidase by diaminobenzidine, and
counterstained with Gill’s hematoxilin; 2)functional analysis of TF activity on cell lysates
with the use of a modified amidolytic assay derived from the Carson's method [404]; briefly
cells were lysed by addition of 15ul of NOG (N Octyl B D Glucopyranoside, Sigma) in 100 ul
of cell suspension; lysed cell suspensions (50 pl) were incubated at 37°C, mixed with 0.025
M CaClI2 (50 pl) and prothombin concentrate complex (Laboratoire Francais de
Fractionnement et des Biotechnologies) as a source of FVII (50 ul, 3 TU/mL); after addition
of 50 ul of the chromogenic substrate S2765 (Biogenic), changes in optical density (405 nm)
were quantified; the maximum speed was converted to units of TF activity from log-log plots
of serial dilutions of Recombinant TF Ortho Recombiplastin Hemoliance (Ortho Diagnostic
Systems); arbitrarily, ImL of recombiplastin was assigned to a value of 1000 mU and results
were expressed as mU /mg of proteins, after determination of the protein content of cell
suspensions by the Bradford technique. In order to study the TF response of proB cells to
usual inducers of TF expression (i.e. agents interfering with the Lipopolysaccharide (LPS)-
Responsive Element and the Serum Responsive Element in the TF promoter) [261], cells in
microplaques were starved for 48 hours before stimulation by LPS (5000 EU/mL, Escherichia
coli 055:B5 Sigma) or basic fibroblast growth factor (bFGF) (2,5 pg/mL, Sigma) or fetal calf
serum (FCS) (20%, Biowest) or both for 16 hours. Moreover, inhibition of rat TF activity in
CRC cells was achieved, by adding (immediately before TF activity assay) either antibody
against human TF (American Diagnostica 4508) or FFR-FVIIa (84ng/mL).

Experimental model of hepatic colorectal metastasis

The experimental model consisted in proB cell direct injection in the portal vein of 9 week old
male rats with the same genetic background as that of proB cells (BD IX) (Charles River)

(weight 200 to 250 grammes). Animals were given free access to standard laboratory chow
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and water throughout the experiment. All experiments were conducted in accordance with the
European Communities Council Directive (86/609/EEC).

Anesthesia was performed through an intraperitoneal injection (0.2 ml /100g) of ketamine
(100mg/ml) (Panpharma) and xylazine (100mg/ml) (Rompun, Bayer) in sterile water. After
surgical laparotomy and exposure of the portal vein, 20.10° proB cells were injected in the
portal vein, as previously described [394] (Figure 1). Ponction point hemostasis was realized
by application of surgical hemostatic sponge (Surgicel, Ethicon). Abdominal wall was
sutured. Post-operative analgesia was performed by intramuscular injection of nefopam
(Acupan, Biocodex) (20 mg/kg). Previous reports have demonstrated that this model leads to
microscopical hepatic metastasis in 3 days, macroscopical hepatic metastasis in 7 days, and to
multivisceral dissemination of cancer cells and death within 36 to 68 days [394].
Experimental model of subcutaneous tumour

In order to further analyze the effects of TF inhibition on tumour development, a
subcutaneous tumour model was used in other BDIX rats. Cancer proB cells were infused
subcutaneously in the dorsal area (1.10° cells per injection). Rats were sacrificed after 14
days, under the same anaesthesia procedure.

FFR-FVIla treatment schedule

Rats were assigned either to FFR-FVIIa treatment, infused intraperitoneally (10 pg/g)
(treatment group) or to solvent vehicle injection (control group).

In order to reproduce the human clinical stage III of UICC classification, where the primitive
tumour has been removed and adjuvant therapy is necessary because of high probability of
hepatic metastasis, infusions of FFR-FVIIa or of solvent buffer were realized once a day for 5
days, from day 3 to day 7 after cell injection (Figure 2).

The dose chosen for FFR-FVIIa was close to the maximal dose, with respect to the tolerance

of the product, as indicated by previous experiments in rats showing a risk of bleeding
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complications at doses higher than 10 pg/g. After intraperitoneal injection of 10 ng/g of FFR-
FVlIIa, both protein (ELISA assay) and anticoagulant effect (clotting time) are detectable 0.5
to 1 hour after injection, and reach maximal levels of about 2.5 pg/ml after 2 to 3 hours
(unpublished data, LCP). In rats, FFR-FVIla is cleared from the circulation with a half life of
1.3-1.4 hours similar to those obtained with FVIIa and FVII [405].

Follow up and macroscopical observation

After 14 days, rats were anesthetized by an intraperitoneal injection of 1mL of a 1/3 solution
of pentobarbital, and then euthanized by infusion of 1 mL of pentobarbital. Liver, spleen,
gastrointestinal tract and lungs were removed and carefully examined for tumoral localization
or bleeding symptoms. In the subcutaneous tumour model, the tumour was removed and
measured.

Histological analysis

In each animal, liver, lungs and spleen were fixed in 4% paraformaldehyde for 48 hours, then
dehydrated in alcool and xylene, and included in paraffin. Seven um slices were sectioned
every 200pm. Slides were then deparaffined by toluen, rehydrated in alcool and stained by
Masson trichrome.

Statistical analysis

Results are expressed as mean + SD. Qualitative data were compared with the y? test.
Comparaison for continuous variables between groups were performed using the non
parametric Mann-Whitney U test. A p-value < 0.05 was required for statistical significance.

All analyses were conducted using Statview software (Abacus Concept).
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Results

TF expression by proB cells

Immunocytochemistry (Figure 3) showed that proB cells strongly expressed TF, and that this
expression was mostly localized to the cell membrane. ProB cells mediated TF-dependent FX
activation at a baseline activity level which was not further enhanced by stimulation with
usual inducers of TF gene expression: bFGF, LPS, FCS or LPS+FCS. Addition of FFR-FVIIa
or anti TF antibody to the reaction mixture immediately before assay decreased TF activity by
85% and 65 % respectively (p < 0.01) (Figure 4).

Effects of FFR-FVIla in the hepatic metastasis model

Thirty seven rats underwent a portal injection of proB cells (18 rats in control group, and 19
in treatment group). The sacrifice was performed at day 14. In the control group, infusion of
proB cells resulted in the development of macroscopical hepatic tumours, confirmed by
histology Masson trichrome (Figure 5) in 17 out of 18 rats after 14 days, with no lung, spleen
or bowel metastases. In rats treated with FFR-FVIIa, macroscopical hepatic metastasis were
visible on the liver surface in 3 out of 19 rats (p = 0.002, versus control group). Histological
analysis confirmed the absence of metastatic islets in the liver of the 16 rats without
macroscopical hepatic metastases (Figure 5). No other cancer localizations were detected in
bowel, lung or spleen. Metastases found in one single rat in the FFR-FVIla-treatment group
were similar, with respect to the topography in the liver and tumour architecture, to those
observed in the control group.

Effects of FFR-FVIla in the subcutaneous tumour model

Twenty rats received a subcutaneous injection of proB cells, and were assigned to either FFR-
FVIIa treatment (n = 10) or placebo (n = 10). A tumour was macroscopically visible after 14

days in all rats, without significant differences between the control and the treatment group
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(tumour diameter = 7 + 2 mm in the control group versus 6.5 + 1.5 mm in the FFR-FVIla
group, p = ns). Histological analysis after Masson trichrome staining showed no difference
between the 2 groups, including the number of vessels present in the subcutaneous model
(219 £ 12 in the control versus 212 + 17 in the FFR-FVIla group, p = ns) (Figure 6).
General examination of the animals did not reveal any bleeding in rats treated with FFR-

FVIIa, whatever tumour model.

Discussion

In this study, inhibition of the TF/FVIIa proteolytic activity significantly inhibited the
development of hepatic metastases in a model of syngenic CRC, when FFR-FVIla was
injected in the very first days (day 3 to day 7) after intraportal injection of the tumour cells.
By contrast, similar early administration of FFR-FVIla after subcutaneous injection of cancer
cells had no impact on tumour growth and tumoral angiogenesis. This suggests that inhibition
of the proteolytic activity of TF-FVIIa inhibits early development of metastasis, whereas it is
not effective on non metastatic tumour growth.

Targeting TF for cancer therapy has been tested in several earlier studies, using various cancer
cell lines [341, 390]. As early as 1992, Mueller and coworkers demonstrated that inhibition of
TF receptor function abolished prolonged adherence of TF expressing-melanoma cells,
resulting in a significant reduction of tumour cells in the lung vasculature of SCID mice. In
this model, enhancement of TF expression increased melanoma cell metastasis [406]. The
same group demonstrated that formation of a catalytically active TF-FVIla complex was
required for metastasis [390]. Using Chinese Hamster Ovary (CHO) cells transfected with TF,
they showed that the metastatic potential of these cells was not only dependent on TF, but also
on FVIla proteolytic activity, since systemic administration of FFR-VIla before injecting TF-

transfected CHO cells prevented pulmonary metastasis by competing with endogenous FVIla
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for binding TF. More recently, Hembrough et al have demonstrated that two inhibitors of TF-
FVIla, TFPI and rNAPc2, inhibit both primary and metastatic tumour growth in B16
melanoma mice model [341]. In line with this, a humanized anti-human TF monoclonal
antibody was also recently shown to inhibit breast cancer metastasis and tumour growth in a
mouse model with MDA-MB-231 human breast carcinoma cells [407]. In contrast, the
inhibitory effect of FFR-FVIIa on cancer cell migration and metastatic potential was not
confirmed in other studies [408, 409].

To our knowledge, this study provides the first demonstration that inhibition of the TF-FVIla
proteolytic activity by FFR-FVIIa prevents liver metastasis development of colon cancer in
vivo. This is of clinical relevance, since in human clinical situation, the primary colon
carcinoma is rarely the principal concern because of a high rate of surgical resecability. The
main prognosis factor is the development of liver metastases since this development is fatal
for almost all patients.

In this study, we used a well-described and reproducible experimental model, previously
described by Chauffert et al [394], which closely mimics the human pathogenesis of liver
metastasis. Indeed, the portal circulation provides a major route for dissemination of cancer
cells, including that taken during the surgical procedure for tumour resection. An additional
advantage of the present model is that it allows observation of hepatic metastasis development
in immunocompetent animals. Previous observations on the effect of TF-FVIIa inhibition in
animal models of cancer had been obtained in immunodeficient animals. With the present
model, we could infuse colorectal tumour cells from the same genetic background as that of
the host rats. As inflammatory and immune cells are known to play an important role in
cancer development, inhibition of hepatic metastasis engraftment in this model by FFR-FVIIa

is probably of stronger clinical relevance than in immunodeficient animals.
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In the model used, seeding of hepatic metastases has been established before day 3 after CRC
cells injection [394]. Evidently, FFR-FVIla therefore impaired the early development of
micrometastases although the underlying mechanism for this inhibition is unclear. However,
the effect was clearly an interference within the early steps of the metastatic process in the
liver, since FFR-FVIIa, at the same dose, did not impair tumour growth and angiogenesis in
the subcutaneous model. As FFR-FVIIa was used at the maximal dose with respect to
potential bleeding complications, it seems unlikely that higher doses could be used to improve
inhibition of in situ tumour development.

Altogether, these findings suggest that FFR-FVIIa acts through interference in the process of
metastasis engraftment and development. An important and early step during formation of
distant metastasis may be the arrest of circulating tumour cells within the host organ, through
mechanical entrapment and receptor-specific “seed and soil” adhesions. However, mechanical
arrest caused by size restriction is less important than specific adhesive interactions between
cells and microvasculature of the host organs [410]. The TF-FVIla complex regulates cell
adhesion and migration [308, 390], through increasing the local generation of coagulation
proteases which induce fibrin formation [389]. It also activates intracellular signalling
pathways by cleavage of protease-activated receptors [411] and promotes cell survival [313].
To be effective, these processes require catalytically active FVIIa [412]. Our results could
thus be explained by an inhibition of tumour cells adhesion or migration, and also by
interference of FFR-FVIla with clot formation and cell survival within the tumour cell
emboli, independent of a specific intracellular response induced by TF/FVIla.

The specific clinical setting when active site-inhibited FVIIa might be beneficial remains to
be precisely defined. Our results suggest that this agent could be used in CRC with high
metastatic risk such as UICC stage III tumours. The pathological stage of a tumour is

definitely known only after surgical resection. We thus speculate that FFR-FVIla could be
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injected as an adjuvant treatment in the days following surgical resection, as soon as the
UICC stage > 3 is known.

In conclusion, this study brings evidence that FFR-FVIIa, an inhibitor of the proteolytic
activity of TF-FVIIa, is capable of attenuating hepatic progression of colorectal cancer, when
administered at an early stage of metastasis development. At the dose used, this effect was not
associated with bleeding complications or any other observed adverse effect. These results
indicate that the proteolytic activity of the TF-FVIla complex is a relevant target for the
prevention of hepatic metastases of colorectal cancer, and suggest that TF-FVIIa inhibiting
agents should be investigated as adjuvant treatment in this setting.
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Figure legends

Figure 1: Intraportal injection of proB cells with 30 gauge needle. : Liver.

Figure 2: Study design, treatment schedule.

Figure 3: Expression of TF by proB cells.

Figure 4: TF activity expressed in proB cells alone (control), and after incubation with LPS
(5000 EU/mL), bFGF (2.5 pg), and/or FCS (20%) for 16 hours, and inhibition by FFR-FVIla
or anti human TF antibody, added at the time of chromogenic assay.

Figure 5: Macroscopical and histological (Masson trichrome coloration) examination of the

liver. In the control group, metastases are visible macroscopically (A) and histologically (B)
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(Black arrows indicate metastasis boundaries). By contrast, in the treated group, no metastasis
is visible macroscopically (C) and histologically (D).

Figure 6: Histological examination (Masson trichrome) of subcutaneous tumours in control
group (A and B) and in treated FFR-VIla Group (C and D). White arrows indicate fibrosis,

and black arrows indicate tumour vessels.
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3. Discussion

Cette étude démontre donc que I'inhibition de 'activité protéolytique du complexe FT-FVlla
prévient le développement de MH dans ce modéle. Linhibiteur utilisé étant trés spécifique,
ces résultats suggérent que I'activité protéolytique du complexe FT-FVIlla est une cible
thérapeutique potentielle dans les MH du cancer colorectal. Par contre, le méme traitement
réalisé apres injection sous-cutanée de cellules tumorales n’empéche pas et ne modifie pas
le développement des tumeurs.

En utilisant des cellules cancéreuses autres que des cellules de CCR, plusieurs études
antérieures avaient montré d’une part que I'expression de FT était associée a I'agressivité du
processus tumoral en général, et qu’une inhibition du FT, par différents moyens, ralentissait
ce processus et diminuait le nombre de métastases. Mueller et al. ont montré qu’un
anticorps anti FT empéchait I'adhésion de cellules de mélanome exprimant le FT, et
diminuait le nombre de métastases pulmonaires aprés injection intraveineuse de ces
cellules, dans un modele de souris immunodéficientes [390]. De plus, le méme groupe a
démontré que l'injection a des souris immunodéficientes de cellules CHO (chinese hamster
ovary), mutées pour surexprimer le géne du FT, entrainait plus de métastases pulmonaires
que l'injection de cellules CHO non mutées. L’injection intraveineuse d’une dose de FFR-
FVlla, ainsi que I'incubation des cellules CHO mutées avec le FFR-FVIla pendant 30 min
avant l'injection, provoquait une diminution du nombre de métastases pulmonaires. Ceci
démontre que la fixation du FVII au FT est nécessaire pour le développement des
métastases [390]. Plus récemment, Hembrough et al. ont montré que 2 autres inhibiteurs du
FT, le rINAPc2 et le TFPI empéchaient a la fois le développement de la tumeur primitive
aprés l'injection sous-cutanée de cellules de mélanome (B16) de souris, et des métastases
pulmonaires apres injection intraveineuse de ces cellules dans un modéle de souris
immunodéficientes [341].

A notre connaissance, notre étude est la premiére a tester l'inhibition du complexe FT-FVlla
dans le CCR, et sur le développement de MH. Ceci est particulierement intéressant sur le
plan clinique dans la mesure ou le pronostic des CCR dépend de la survenue de MH plutét
que du développement de la tumeur primitive qui peut le plus souvent étre réséquée
chirurgicalement. Elle ouvre la perspective de I'utilisation de ce type d’inhibiteur pour
empécher ou freiner la greffe de cellules tumorales dans le parenchyme hépatique, ou la
limitation de leur développement.

Les cellules proB ont été obtenues aprés passage sous-cutané de carcinomes coliques
(lignée DHD/K12) chimio-induits par la 1,2-dimethylhydrazine chez le rat BD IX. Leur
implantation peut donc se faire dans des rats de méme souche, donc dans un modéle

syngénique. Ceci est important dans la mesure ou le systéme immunitaire joue un role
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majeur dans la progression, (ou le ralentissement de la progression) des tumeurs
cancéreuses. Nos résultats montrent donc que I'effet inhibiteur du FFR-FVlla sur le
processus de développement des MH est retrouvé méme chez des animaux
immunocompétents, ce qui renforce leur pertinence clinique. Les cellules proB expriment le
FT sans stimulation préalable, et cette expression est insensible a la stimulation par des
agents stimulants habituels du promoteur du géne du FT, ce qui suggére que I'expression
est constitutive.

Il a été montré que plus de 50% des CCR humains expriment également le FT, et que cette
expression est corrélée au potentiel invasif et métastatique de la tumeur [336]. Une premiére
étude complémentaire a nos résultats sera de vérifier in vitro la possibilité d’inhiber I'activité
protéolytique du couple FT-FVlla sur des cellules tumorales humaines isolées, mises en
présence de plasma, voire de sang total, ceci afin de vérifier que cet agent inhibiteur est
efficace sur les cellules humaines, et d’approcher éventuellement la dose nécessaire a une
activité.

Il est trés vraisemblable que l'efficacité inhibitrice du FFR-FVIlla sera au moins égale vis-a-vis
du FT humain que de celui du rat. L’inhibiteur utilisé est une forme variante du FVlla
recombinant humain, fabriquée par NovoNordisk (inclusion d’un peptide dans le site actif). Le
FVlla recombinant, (NovoSeven®) est une molécule utilisée chez les hémophiles sévéres
avec inhibiteur, qui permet de court-circuiter les facteurs antihémophiliques. La demi-vie du
NovoSeven® apres injection intraveineuse est de 2 heures chez 'homme. Des données non
publiées qui nous ont été fournies par L Petersen, des laboratoires NovoNordisk, indiquent
que, chez le rat, aprés injection intrapéritonéale, le FFR-FVIla humain passe dans la
circulation aprés 15 minutes, et que sa demi-vie est également de 2 heures. L’effet inhibiteur
du FFR-FVIla humain est plus faible chez le rat que chez 'homme (60% de I'inhibition du
FVIla humain). Comme nous n’avons réalisé qu’une injection par jour, il est remarquable que
nous ayons observé une efficacité malgré I'absence vraisemblable de FFR-FVIla circulant
pendant plus de 20 heures sur le nycthémeére.

Lors d’essais préalables a notre étude, nous avions comparé 2 chronologies d’injection du
FFR-FVlla : de J3 a J7 apreés injection intraportale des cellules proB (traitement que nous
avons considéré comme mimant une chimiothérapie adjuvante), et de J7 a J11 (traitement
gue nous avions considéré comme mimant un traitement palliatif). Chez les 4 rats qui ont
recu un traitement palliatif, les MH se sont développées, ce qui nous a fait opter pour un
traitement plus précoce dans I'étude. La posologie utilisée a été la plus élevée avant les
complications hémorragiques (données non publiées, de Novo Nordisk). Par contre, nous
n’avons pas pour l'instant déterminé la posologie minimale efficace, dans ce modéle. Il faut

souligner que la posologie utilisée n’a entrainé aucune manifestation hémorragique.
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Le mécanisme par lequel le FFR-FVIla est efficace sur la prévention du développement des
MH dans ce modéle n’est pas complétement éclairci.

Le FT et le complexe FT-FVlla ont une action proangiogénique, et I'effet antitumoral du FFR-
FVIlla pourrait étre lié a une inhibition de 'angiogénése tumorale. Cependant, le FFR-FVIla
n’a pas eu d’effet sur le développement des tumeurs sous-cutanées, ni sur 'angiogénése de
ces tumeurs. De plus nos essais préliminaires avaient également montré qu’en situation
palliative (quand les tumeurs sont déja implantées et vascularisées), le FFR-Vlla n’a eu
aucun effet. La fenétre d’efficacité est bréve, a un stade ou les tumeurs n’ont pas encore
développé leur propre néo-vascularisation. L’hypothése d’une inhibition de I'angiogénése
tumorale, a proprement parler, par le FFR-Vlla, est donc peu probable.

Il est possible que le FFR-FVIlla agisse par le biais d’'une simple action anticoagulante,
empéchant I'activation de la cascade protéolytique de la coagulation, et par la méme
empéchant la formation d’embols de cellules tumorales entourées de fibrine et d’'amas
plaquettaires, susceptible d’emboliser les petits vaisseaux hépatiques. L’initiation de la
cascade de la coagulation a de nombreux liens avec la biologie tumorale. En effet, des
travaux anciens ont déja noté I'affinité de la fibrine pour les cellules tumorales par le biais de
certaines intégrines [413]. La fibrine est nécessaire a la formation du stroma tumoral [414].
Enfin, le piégeage des cellules tumorales dans un caillot de fibrine est un mécanisme
primordial de la dissémination métastatique [342]. Le FFR-VIla, en bloquant I'activité
protéolytique du couple FT-FVlla, s’opposerait ainsi & ce mécanisme. De fagon remarquabile,
I'étude de Hembrough et al., a montré que le TFPI et le rINAPC2 inhibent le processus
métastatique et la croissance tumorale. Or ces 2 agents n’inhibent I'activité protéolytique du
couple FT-FVIla qu’aprés liaison préalable avec le facteur Xa, donc aprés génération de
facteur Xa. Mais I'utilisation d’un inhibiteur du FXa (le rNAP5), donc un inhibiteur direct de la
coagulation, n’a pas d’activité anti-tumorale. Ceci suggére que I'activité protéolytique du
complexe FT-FVlla agit sur la croissance tumorale et la dissémination métastatique par un
mécanisme qui n’est pas uniquement l'inhibition de la cascade de la coagulation [341].

Une hypothése plus plausible est que le FFR-FVIla empéche directement I'adhésion, la
survie, la migration et la prolifération des cellules cancéreuses, indépendamment de
I'activation de la coagulation, en inhibant des voies de signalisation intracellulaire. Ce
processus peut étre direct, via la phosphorylation de la partie intracytoplasmique du FT, ou
indirect en activant les récepteurs PARs (Protease-Activated Receptors) [258].

- Effet direct : Des données récentes indiquent que le FT stimule la migration de cellules de
carcinomes vésicaux par I'activation de la voie des MAP Kinases p38 et Rac 1
indépendamment de I'activité protéolytique du FVlla, puisque le FVlla et le FFR-Vlla sont
tous 2 capables d’induire la migration dans ce modéle. Ce mécanisme est dépendant du

domaine cytoplasmique du FT [415]. Le FT régule I'adhésion-migration cellulaire par le biais
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d’'une coopération avec les intégrines a3p1 [416]. En effet, le FT inhibe la migration cellulaire
dépendante des intégrines quand son domaine intra-cellulaire est non phosphorylé. La
phosphorylation du domaine supprime cette inhibition, permettant la migration des cellules.

- Effet via les récepteurs PAR : Le couple FT-FVIlla est capable de cliver et d’activer les

récepteurs PAR, directement pour PAR-2, indirectement via la génération de Xa et de lla
pour PAR-1. Ces récepteurs sont couplés a des protéines G qui activent des voies de
signalisation intracellulaires.

L’activation des récepteurs PAR-1 a un role direct sur la migration et la prolifération tumorale
[417]. Le FFR-VIlla, dépourvu d’activité protéolytique, est incapable de générer du facteur Xa
et du facteur lla, donc s’oppose a l'activation des récepteurs PAR-1 par les facteurs Xa et
lla, exergant ainsi un contrdle négatif sur la migration et la prolifération cellulaire.

Le complexe FT-FVlla active directement les récepteurs PAR-2, qui activent la voie de
signalisation des PKC entrainant la phosphorylation du domaine cytoplasmique du FT [233].
Lorsque le domaine cytoplasmique du FT est non phosphorylé, il exerce une régulation
négative sur I'angiogénése et le bourgeonnement vasculaire. Ce contrble négatif est inhibé
par la phosphorylation du domaine intra-cellulaire du FT (Ser 253 et 258) [218]. Le FFR-Vlla
s’oppose a la phosphorylation du domaine intra-cytoplasmique du FT et exerce ainsi un
contrOle négatif sur 'angiogénése, le bourgeonnement vasculaire et la migration cellulaire.
Ces effets sont médiés par la voie de signalisation ERK.

L’effet du FFR-VIla dans notre modéle pourrait donc étre d( a une absence d’adhésion et/ou

de migration des cellules tumorales au niveau du foie.

Quelque soit le mécanisme sous-jacent, I'activité protéolytique du couple FT-FVlla semble
une nouvelle cible thérapeutique dans le CCR. Les situations cliniques ou ce nouvel outil
pourrait avoir sa place restent a définir. Il faut souligner que nos résultats, bien
gu’encourageants, ne concernent que l'inhibition du développement des MH de CCR, et non
pas le potentiel métastatique propre de la tumeur. En effet, les cellules cancéreuses ont été
directement injectées dans la veine porte, et notre modeéle ne reproduit pas le processus
spontané de migration des cellules cancéreuses a partir d’'une tumeur primitive. Cependant,
notre modéle analyse la phase la pus importante cliniquement du processus métastatique, a
savoir la greffe tumorale dans le foie. Une piste intéressante serait de dénombrer les cellules
cancéreuses dans la veine efférente de la tumeur lors de I'exérése chirurgicale, et leur
capacité d'expression du FT pour aider a définir les situations ou un tel traitement adjuvant
serait le plus utile.

Trés récemment, en mars 2007, et alors que nous terminions la présente étude, la FDA
(Food and Drug Administration) annongait que la firme Nuvelo avait obtenu la mise en place

d’'un essai de phase Il pour le INAPC2 dans le cancer du colon, comme traitement adjuvant.
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L’intérét potentiel du rNAPC2 par rapport au FFR-FVIla est une plus longue durée de vie (30
heures), plus adaptée a I'utilisation clinique, car permettant de couvrir le nycthémére par une
seule injection. Ces essais autorisés concernent 1) le traitement du CCR au stade
métastatique (stade V), en associant le INAPC2 a I'Avastin® et au 5-FU comme traitement
de premiére ligne, et en évaluant la survie sans progression tumorale, et la survie globale, et
2) I'utilisation du rNAPC2 en association au 5-FU en traitement de seconde ligne.
Ceci fait supposer que des essais ont été réalisés dans le domaine du CCR parallélement a
notre étude, aboutissant a des résultats encourageants, mais pour I'instant non publiés.
Alors que les essais prévus par Nuvelo concernent les stades IV, les données dont nous
disposons suggérent plutot que l'inhibition du FT-FVlla serait plus pertinente en traitement
adjuvant du CCR au stade Il de 'UICC en prévention de I'extension métastatique hépatique.
Ceci étant, la posologie, les effets secondaires, le mode et le moment de I'administration
doivent étre évalués.
Plusieurs questions devront étre explorées et résolues avant la mise en place d’applications
cliniques. En effet, notre étude a porté sur un inhibiteur trés spécifique de I'activité
protéolytique du FT-FVlla, le FFR-FVlla. Cet agent a plusieurs inconvénients pour une
application clinique :

1. Son co(t, vraisemblablement trés élevé (le colt du FVlla est d’environ 1 euro
'unité)

2. Sa demi-vie trés courte
Ceci posera le probléme de ses modalités d’administration.

3. En I'absence de résultats concluants comme antithrombotique en pathologie
coronaire, le développement du FFR-FVIla a été interrompu par NovoNordisk.
Il serait donc logique de tester le INAPC2 dans notre modéle, en utilisant plusieurs doses et

plusieurs schémas d’administration.

Il nous semble important par ailleurs de réaliser 2 études complémentaires chez 'homme,
afin de préciser le périmétre d’utilisation :

1- L’injection intraveineuse de ce type d’agent aura vraisemblablement pour effet de
cibler des cellules tumorales circulantes exprimant le FT. Le FT circulant pourrait
donc constituer un marqueur tumoral dans le sang périphérique des patients porteurs
d'un CCR, et servir de guide a l'utilisation de médicament inhibiteur. En particulier
une quantification du nombre de cellules tumorales exprimant le FT dans la veine
mésentérique drainant la tumeur primitive colique pourrait orienter vers une sélection
des patients les plus a méme de bénéficier de ce type de traitement.

2- De plus le FT circulant pourrait étre utilisé comme marqueur d’évolutivité tumorale.

Actuellement, seul I'antigéne carcino-embryonnaire (ACE) s’est avéré fiable dans la
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surveillance des récidives (locales ou générales) des CCR opérés. Il a été démontré
que I'expression de FT était plus élevée dans les tumeurs ayant déja métastasé,
mais aucune étude n’a concerné le FT circulant. Nous souhaiterions réaliser des
dosages pré-opératoires de FT dans le sang périphérique de patients porteurs de
CCR et le corréler au stade TNM. Le dosage de FT serait réalisé chez tous les
patients quelque soit le stade préopératoire (métastatique ou non) et serait comparé
au taux d’ACE.
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CONCLUSION



L’association thrombose et cancer est connue depuis prés de 150 ans mais son exploitation
a visée thérapeutique n’est que trés récente. L'immunohistochimie a montré que le FT était
exprimé par de nombreuses tumeurs solides dont le CCR. Or, dans le CCR, I'expression du
FT par la tumeur a été corrélée a I'agressivité tumorale et a la survie. Nous avons montré
dans ce travail que le FFR-Vlla s’opposait au développement de MH induites par injection
intra-portale de cellules tumorales dans un modéle syngénique, immunocompétent de rat. Le
modéle expérimental de MH que nous avons utilisé court-circuite I'histoire naturelle du CCR
puisque les cellules tumorales sont directement injectées dans la veine porte, mais semble
tout particuliérement adapté a I'étude de I'adhésion tumorale.

Le FFR-FVlla inhibe l'activité protéolytique du couple FT-FVIla, donc I'activation de la
cascade de la coagulation, et I'activation des récepteurs PAR. Méme si le mécanisme anti-
tumoral n’est qu’imparfaitement élucidé, le FT apparait donc comme une cible thérapeutique
de choix dans les CCR, en prévention de I'apparition des MH. Ceci ouvre la perspective a
des recherches futures, utilisant le FFR-FVIla, ou d’autres inhibiteurs similaires, tels que le
rNAPC2, ou des anticorps monoclonaux. De fagon intéressante, une étude de phase Il du
rNAPC2 a obtenu une autorisation de la Food and Drug Administration cette année, dans le
CCR au stade IV. La place exacte et les objectifs de traitement de cette nouvelle classe
d’agents anticancéreux (traitement adjuvant a la chirurgie ou traitement palliatif de MH
existantes) restent a explorer, et ne pourront I'étre qu’a travers des collaborations

industrielles.
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