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Titre : Modifications hémodynamiques dans les artéres afférentes en amont de réseaux

vasculaires néoformés.

Résumé:

Il existe un besoin de marqueurs fonctionnels, in vivo et non inydsifadynamique
déoexpansi on, de stabilit® ou de r®gr essi on
tumorale sbébaccompagne dbébune angiogen se res|
dans | 6organe 0% se d®veloppe | a tumeur

Léhypoth se de tdexpiahs®Pobai deg r®seaux Vv
contingences |l ocal es tumor al es ®t ai t resp
p®r i ph®ri gques dobaval ayant pour cons®quence
Léexpansion daure®eeaud wppauli ti on de communi
tumorales sont responsables ddébune augmentat

natif afférent. Cette augmentation a pour conséquence une augmentation des contraintes de

cisaillementappl i qu®es ~ | 6i ntdef aaemesang/ vadido®s e@d u .
des forces de cisaill ement, | 6art re est 1 6c
pl usieurs semaines/ moi s. Ldbaugmenttaldrsddan cons

normalisation des contraintes de cisaillensnsi quedes vitesses circulatoires.

Ce travail a pour but de mettre en évidence les phénoménes dynamiques de
remodelage vasculaire en amont des organes ou se développent des tumestsanipae
échographie Doppledes variations des diamétres circulants, des débits, des vitesses
circulatoires et des forces de cisaillemdr phénomeéne a été étudié sur des modeles murins
de carcinome hépatocellulaire, de pseudomyxome péritonédé eardnose péritonéale
déor i gi ne ansiwgaercheaespatients atteints de pseudomyxome péritonéal, de
carcinose p®riton®ale doéoorigine ovarienne et

de la face.
L a prolif®ration tuemoda@lee séegme nacact a nopna
circulatoires dans les artéres afférentest r onc <c¢cil i aque pour | e <ca

artére mesentérique supérieure pour le pseudomyxome péritonéaiceiose péritonéale
déorigi ne ovar ilesrenfacialesgout [es rraformatiens \artédoaeineuses
superficielles de la face. Sur les modeles murins, lorsque la maladie était stable ou sous
traitement efficace, les vitesses se normalisaient voire diminuaient en corrélation avec la

réduction de la misse tumorale, de la densité vasculaire et/ou de la prolifération cellulaire.



Chez les patients en progression de leur maladie, atteints, soit de pseudospémior@eaux

en récidive, soit porteurs de malformations artérioveineuses de la face progréssive,
remodel age arto®riel et | 6 augene ent @thrd cur de
| 6augmentation des d®bits avec des ViEhesses
revanche les patients présentant une stabilité de leur maladie montraieremodelage

artériel abouti, adapté aux nouvelles conditions hémodynamiques imposées par les lésions

vasculaires sans expansion.

Il existe donc une dynamique du remodelage vasculaire dans les artéres afférentes en

amont des organes ou se développent lesursnen déphasage temporel par rapport a la

dynamique tumoral e. Loéappr®ciation de ce d®r
des vitesses <circulatoires, l e cal cul des
afférente pourrait ainsipermeg r e doéopti mi ser | a strat®gie th

différents traitements pourrait étre adaptée dans le temps a la dynamique tumorale par un

suivi h®modynami que sur | éart re aff®rente

Mots clefs:

Contrantes de cisélement, diamétrartériel, vitesses sanguines, angiogenése tumorale,
pseudomyxome péritonéal, carcinome péritonéale, malformation aréneuse,

échographie Doppler



Title: Hemodynamic changes in the afferent arteries upstream of neoformed vascula

networks

Abstract:

There is a need for functional, in vivo and finmasivebiomarkers of expansion, stability or
regression of tumor development. Tumor proliferation is accompanied by angiogenesis
responsible for the expansion of the vascular netuwottte organ where the tumor develops.

The hypothesis was that the expansion of vascular networks, linked to local tumor
contingencies alone, was responsible for a decrease in downstream peripheral resistance
leading to an increase in the upstrdaloodflow volume The expansion of the vascular
network and the appearance of intravenous arteriovenous communications are responsible for
an increase in circulatory velocities in the afferent native vessel. This increase results in an
increase in shear stressgwlied to the blood / vessel interface. In order to reduce the level of
shearstresdo the basal state, the artery is remodeled with a time lag of several weeks /
month. The consequent increase in the circulating diameter then leads to the normalization
shear stresses wellas circulatory velocities.

This work aims to highlight the dynamic phenomena of vascular remodeling upstream
of organs where tumors develop by measuring changes in circulating diameters, flow rates,
circulatory velocities and shestressy Doppler ultrasound. The phenomenon has been
studied in murine models of hepatocellular carcinoma, peritoneal pseudomyxoma and
peritoneal carcinomatosis of ovarian origin; as well as in patients with peritoneal
pseudomyxoma, peritoneal carcindo®gs of ovarian origin and superficial arteriovenous
malformations of the face.

Tumor proliferation was accompanied by an increase in circulatory velocities in the
afferent arteries: celiac trunk for hepatocellular carcinoma, superior mesenteric artery fo
peritoneal pseudomyxoma and peritoneal carcinomatosis of ovarian origin, cervical and facial
arteries for arteriovenous malformations superficial of the face. In murine models, when the
disease was stable or under effective treatment, the rates nothwalzeen decreased in
correlation with the reduction of tumburden vascular densitgnd / or cell proliferation. In
patients with progressive disease, with recurrent peritoneal pseudomyxomaquessive
arteriovenous malformations of the face, asleemodeling and circulating diameter increase
was late compared tbe increase in flow rates and shear forces remaining high. In contrast,
patients with stable disease shovaetiievedarterial remodeling, adapted to the new

hemodynamic conditions impes by vascular lesions without expansion.



There is therefore a dynamic of vascular remodeling in the afferent arteries upstream
of the organs where the tumors develop in temporal phase shift with respect to tumor
dynamics. The evaluation of this phasetdbyfthe measurement of circulating diameters,
circulatory velocities, the calculation of flow rates and shear forces on the afferent artery
could thus make it possible to optimize the therapeutic strategy. The implementation of the
different treatments edd be adapted in time to the tumor dynamics by a hemodynamic
follow-up on the artery afferent to the affected organ.

Keywords :
Wall shear stress, arterial diameter, blood flow velocity, tumor angiogenesis, pseudomyxoma

peritonei, peritoneal carcinomais, arteriovenous malformation, Doppler ultrasound.
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Depui s | 0 Agmandsesppriis tutieux dntetenté de mettre en évidence un
rationnel | ®gi sl atif a u binlogiqdes» qui levégissént. d 6 ®n o
Tres t6t, la circulatiom été suspectéshez les organismes vivardgsest gparue comme
nécessaire &ur survie,chezl 6 homme en particulier. La noti
nutritifs aux organepar voie circulatoire était acquisBes érudits comme Hippocrate,

Aristote et Galien ont proposé des théories de la circulation is@ngarrespondant aux
connaissanceslu moment Mais méme si des progres étaient effectudEs erreurs

subsistaient. Il a fallu attendre la Renaissanaaltoéisation de pratiquedle nouveau

| 6 a u teblgsstravaux de William Harveypour décrire la coulation sanguine et sa

boucle™” des fins ddéapport e n oommea dommeunément a u x t |
admi se awujourdohui

A la fin du18éme siécldes chercheurs se sont intéressés a la microcirculation et en
particulier a la néovascularisation tumeralLa fin du 20éme siécla vu naitre les
connaissancepermettant de comprendre ses particularités et de mettre au point les
premiers traitements ardin gi og®ni ques. Les examens bi ol
diagnostique suivaient une progression paralleleevexponentielle. Plus précisément, les
examens visant a caractériser la fonction de perfusion tumorale ont pris un essor important
guodoil sbdbagisse des examens utilisant | es ray
pour les techniques les plusmployées. Tous possedent leurs avantages, les ultrasons en
particulierqui,gr ©ce ~ une r®solution temporelle 1 mpc
circul ant s, not amment ceux destin®s aux t ume
s 0 est eadyersfig.dla désormais pris une place importante a chaque étape de la
prise en charge descancddsn besoin de crit res fonctionne
| 6activit® angiog®ni qgue tumorale appara’t p

tumorale etnontumorale f i n ddéadapter au mgueerufanctibnade st r at ®;

15



laréponsetumorale Ces <crit res fonctionnel s-dethd®val ua

des critéres morphologiques et qualitatifs de rehaussement en imageciepenafin de

renseigner sur | a dynami gu e :poif@atian) stabiliiecvi t ® d o
ou involution.

Notre hypoth se ®tait gue | dexpansion de
contingences | ocal es t u endimiaution sdes ®@dsistantes r e s p 0
p®r i ph®ri gues dobaval ayant pour cons®quence
déoamont . Loexpansi on du r ®s eau vascul aire
art®rioveineuses i ntra tumor al edes vedessast resp:

circulatoires dans le vaisseau natif afférent. Cette augmentation a pour conséquence une

augmentation des contraintes de <cisaill ement
de ramener 7 | 6®t at basal Il &arnti vreea ue sdte sl & wh
remodel age avec un d®cal age tempor el de pl

consécutive du diametre circulant aboutit alors a la normalisation des contraintes de
cisaillementainsi quedes vitesses circulatoires. Dans la phasealémalage/déphasage
chronologique entre I'expansion propre du réseau vasculaire tumoral et I'adaptation de
I'artére afférente, son remodelage ahoilitexisterait donc un moment ou les forces de
cisaillement et les vitesses circulatoires seraient élevpesmettant le diagnostic
d'évolutivité tumorale. Dans le cas d'une normalisation des vitessdss efiorcesde
cisaillement, il serait alors possible de préjuger de la stabilité des Iésions tumorales quel
gue soit le débit impaspar le lit vasculaire taoralsur I'artere afférente.

Notre objet est i ci de pr ®senter | Gusage
suivi des phénoménes dynamiques de remodelage vasculaire en amont des organes ou se
développent des tumeurs en mesurant les variations destckangirculants, des débits,

des vitesses circulatoires et des forces de cisaillement par échographie Doppler.

16



Ces variations pourrai eaquttlclpiemimpud réee dd@wali ua
dynamique tumorale : prolifération, stabilit¢ ovin | ut i on, cdéest ~ dire u

évolutionspontanée ou sous traitement.
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2. PARTIE 1:

ETAT DE

LOART
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2.1 Historique

21.1El ®me nt s deé @& bircutation samgeine

Nous savons depuis Aristote et son traitéarties des Anima& » (330 avant J.C.) que

|l es vaisseaux partent du ciur et di]l.Galien buent

(30200) fut ° | 6origine doune descridpfagoon pr @
scolastique, sans modiéitons,pendant tout le Moye®ge et Jjusquo” | a Re
l ui, les art res pr oven[ai3elesarteresuistrbilanttachalewr 1 e s

et les veines les nutriments. Ainsi, il pensait que le sang provenait des nutriments digérés par le
systeme digestif puis formait unecection» dans le foie equi inondait ensuite & veines qui
apportaient alors la nourriture aux différents orgafids Une partie de ce sang veineux
remontait par | a veine cave sup®rieure vers
l.Uhe partie passantemtarri cludloer edrldiett tceuip uli
les poumons par laveine artérieuseé (art re pul monaire)
de «pneuma» ;
21 6autre passait par de sintanvectricdareversdes au |
ciur gauche 0 ait et de chargeaitrd® pnhuma»feh se
mélangeant au sang veineux issu de&ar t r e (vaine puimenaisske

afin de former une nouvellecoction».

Galien pensait quoil y avait wune <circul a
permettantdd ® | i mi n e r provenantdel I® cobtiert cardiaqup?]. Enfin les artéres
i ssues du clTur allaient ensuite appomataer | a

la circulation périphériqueGalien avait bien subodoré la notion de double circulation mais |l
persstait dans son raisonnement une erreur fondamentale que constituait la porosité inter

ventriculaire. Celléc i fut tout dodabor d-AlfNefin (128141288 pu qu e st

19



1296) en Syri e et [4f BnEsrope,d fallut atteddeerqueitliclSenatr a b e
(15031553) remette en question la théorie de Galien et mette en évidence le concept de

« petite circulationrs commenous a connai s s plnBn effey i conclue@drds de
nombreuses dissections que le sang ne pouvait pas traverser le septweniniarlaire, et

quoi |l devait se frayer un chemin ° partir d
alors | 6ensemble du sang veineux puis au tr
veineuse charg®e de sangaveisclukeatciauan g@mue®&mnh
Michel Servet et ses successeurs jeterent les bases du concept de circulation sanguine dont le
moteur serait | e ciur et neb59m@mdhevalahise ajoari e . F
des théories de Galien en déerim t | 6exi stence des valves sur
ndautorisant une ci r c [4] &ntoutenl décnivida sybtale st laun s e
diastole comme des phases de contraction et de repos des ventricules définissant ainsi un
cycle cardiaque. Enfin itemit en question la théorie du pneuma affirmant que la veine

pul monaire am ne au c¢1 urpasun ssoaunpg-»odeacodoe@ ierq u e |
de circulation sanguine continged e s éde & Ararea Cesalpino (151603) quimontra

gue | orsquodon compr i mesous»de la zoeeidae @mpressioh. €uiss e d i
Fabricius doAc-G6b71Q maitned adnet eWi(l1l517a8m Har vey d®cr
val vul es sur | es vei ne[§ 4)sCesnchercleears ontgomaparéden d r e
terrain a la description par William Harvey de la circulation sanguine comme nous la

connai ssons auj 6oeddlounidthdates fpussesle Gadian.t

20



Cette vision révolutionnaire decirculation sanguine i mposa donc avec
Harvey (15781657) quiécrivit en 1616 «I | r®sul te de | a structure
envoyé continuellement a travers les poumons vers l'aorte comme par les deux clapets d'une
pompe a élever I'eau. Il est établi par I'dipption d'une ligature que I'écoulement du sang se
fait des artéres aux veines. D'ou il suit que le mouvement du sang est constamment circulaire
et qu' il est entr et e mu mpnaanotdamment goeald volermedea t s d
sang qui traverseabrte est largement supérieur aux besoins nutritifs et dépasse, en une demi
heure, la quantité totale de sang contenue dans l'organisme. Il en conclut que tout le sang
circule de maniere continue dans le corps, poussé par la contraction du ventricutedgausch
les artere$l, 4]. Il passe des artéres aux veines en traversant les tissus de I'ensemble du corps,
et les veines le raménent vers le ventricule droit. Il est évident, pour Harvey, que si la
circulation n'était pas continue, les veines s'assécheraient rapidement et que les arteres
seraient distendues, voire déchirées par la pression.

Il manquait cependant illiam Harvey le lien entre les artéres et les veines afin de
compléterle«cercleée de | a circulation sangui premier | I f a
microscope etles observations de Marcello Malpighi (1628 1694) sur les capillaires
sanguinsa la surface des poumons et de la ve&didl complétaalors les théories de Harvey
en observant lemouvement du sang au travers des capillaires sanguins. Le sang circule donc,
arrive jusqubaux tissus par les art res et v
veines, puis en repart en repassant dans la circulation veineuse. Le c@ncapuldtion
syst®mi que et pul monaire ®tait enfin ®tabli
nutriments pour assurer la bonne trophicité et la bonne fonction des différents organes. La
circulation pulmonaire quanté&l | e as s u rdesarigd hL&nsa tnoostei ons do6 ap|
artériel aux tissus tumoraux vont ensuite étre soupgonnées comme étant une des clés de la

croissance tumorale.
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212E1 ®me nt s de& & hircutation tumomale

On sait aujourdohui g uideselta | coreonivsasha nscsee nteens
sains sont i ramgicgeresdemotale. En ef#fet, |a’croissénce des tumeurs est
sous | a d®pendance de facteurs intra tumor au

la phase dite de latence des aurs trés peu de vaisseaux sont décelés. Au contraire lors de la
phase i angieenesest massiveé pour subvenir aux besoins métaboliques des tissus
tumoraux néoformés.

Le concept doOoune microcirculation lssangui i
travaux de Golgi et Virchow qui évoquent au XIXeme siécle une participation du stroma
vasculaire tumor al au d®vel oppement des car
vascularisation tumorale propre, reflet de son autonomie de développement.

« Angiogenése» est un terme attribué a tort au chirurgien écossais le Dr John Hunter
(1728- 1793), qui décrivit la croissance des vaisseaux sanguins néoformés dans les bois de
rennes 7 |l a suite dour&. Il ebgepeassitunegacrudescendeden g ® e
nouveaux vaisseaux dans | es oreilles de | api
des premiers a décrire le phénomendodmation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseau

pr ®exi stant . Mangsgeness Otaeprpnaer am°tmea dq@udun si ¢l
20 me si c¢l e avmbeeuxitrdvaup gn@&mbryolog®ln de no

Puis, le Dr Arthur Tremain Hertig (19041990), un pathologiste de Boston, fera la
premiére description histologique en 1935 de l'aggy@sedans le placenta des guenons en
cours de gestimn. En 1939, sur la base d'observations de tumeurs transplantées dans des
chambres transparentes sur des modéles animaux in vivo, A. G. Ide et al. proposent I'existence
d'un facteur dérivé de la tumeur capable de stimul@rtadtion de vaisseaux sangsi7]. En

1945, G. H. Algire et ses collegues mettent emdenhce que la vascularisation tumorale

provient de | 6htte et es (8] kesdeonverieedAlgizetal. | a ¢
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offraient la premiére preuvde l'association entre le systeme vasculaire de la tumeur et la
croissance tumorale. En 1948, I. C. Michaelson postule qu'un facteur angiogénique diffusible
produit par la rétine confére le phénotypenée vascularisatioabservé lors de la rétinopathie
diabétique proliférante et baptisait &&cteur soluble «facteur X[9]. Vingt ans plus tal,
Greenblatt et Shubik, et Ehrmann et Knoth démontrent de maniére indépendante que les
cellules tumorales peuvent stimuler la vasoprolifération par des expériences de diffusion au
travers doéun filtre et <conf i r diffusitle éémbore par | a
les cellules tumorales.

En 1971 le Dr Judah Folkman (19342008), chirurgien de l'université d'Harvard,
soupcgonna que la croissance tumorale dépendait m&olaascularisatiorFolkman et al. ont
implanté avec succes des fragmenisioraux dans des territoires avasculaires comme la
corn®e en faisant | 6hypoth se que | auahtumeur
des médiateurs cellulaires qui permettraient aux cellules endothéliales quiescentes du tissu hote
environnantd e s dactiver, de rompre | a matrice ext
nouveau microenvironnements ont ensuite émis deux hypothéses. La premiére est qu'en
bloguant l'action de ces médiateurs, on priverait les tumeurs de sang, ce qui leslaerait
seconde est que ce blocage ralentirait la dissémination du cancer (métastases) car les cellules
cancéreuses utilisent lgoie circulatoire systémique comme la voie lymphaticquaur
di ss®miner dans | '"organi s me. suUrobrgames isoiénqgue la mo nt
privation de vascularisation diminuait significativement la croissance tumorale. Le concept
déun traitement antiangiog®nique ®tait n®.

Quatre années plus tard, en 1975 : le Dr Henry Brem et le Dr Judah Folkman montrent
gue le caitage bovin contient une substance capable d'empécher la formation de vaisseaux
sanguins. Plus précisément, le cartilage est un tissu dépourvu de vagssdazontiert un ou

plusieurs facteurs amr#éingiogéniques capables d'entraver la prolifération dekules
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endothéliales qui tapissent la paroi interne des vaisseaux. Tim Beaeeret Robert Langer

font le méme constat en 83 pour le cartilage de requjihO]. A noter que chez les requins, le
cartilage représente 6 & 8 % de leur masse corporelle alors gu'il ne représente que moins d'un
pourcent chez les bovins. Les requins constitueraient deésupe soure importante de
substances aréingiogéniques. Rapidement, le premier facteur angiogénique, le bFGF (basic
fibroblast growth factor) est purifié en 1985 par Yuen W. Shing et Michael Klagsbrun a la
Harvard Medical School. En 1989, le VEGF (VdaclEndothelial Growth Factor), I'un des

plus importants facteurs angiogéniguest découvert par le Dr Napoleone Ferrara, biologiste
italien de la firme pharmaceutique Genentech. Le premier traitement réussi par un interféron
alpha2a d'une tumeur bénigm#épendante de la néovascularisation, un hémangiome
pulmonaire, est rapporté par le Dr Carl White, un radiologue pédiatrique a Denver en 1989.
Enfin en 1992, le premier essai clinique d'une drogue antiangiogéniquestifONBPommence
chezles patients attets de cancerDepuisces découvertes initiales, plus de 30 inhibiteurs
nat ur el s gedéseet Ipléisa aeg20 dacteurs de croissance angiogéniques ont été

caractérisés.
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2.2 Définitions

2.2.1Vasculagenese

Le terme de vascuenésalésigne la formatiode vaisseaux sanguingie novo». Ce
processus étant essentiellement observé lors du développement embryonnaire. En effet, les
vaisseaux sanguins apparaissent tres tét au début du développement embryonnaire afin
déapporter oxyg neestemuftarimetniten ,auext oaean p
Ainsi, l es cellules centrales de bduffisargeane
pour assurer leur bonne trophicité et leur croissance sont alors alimentées par capillarité avec la
périphér e de | 6organe.

Le processus de vascgknese commence par une différenciation in situ

doh®mangi obl astes ou cellules endoth®lial es
vasculaires. Les cellules endothéliales migrent alors et proliféerent fopaur me r | 6ar |
vasculaire primitif. ! va prolif®rer avec |

assurer les besoins métaboliques des différents organes en croissance.
Cependant, outre ces phénomenes embryologiques, il a été plus rételdmentré
| 6exi stence de ces cell ul es e nsdleogrolif@®drdead es pr
différencier et de articiper a la formation en neaisseaux sanguins au cours de processus
pat hol ogi gques ¢ hangiogehésaumanak,tlaenéo cvasoularesatidhods de

| 6i sch®mi e criti gquweapeszrdarcinedmimyocafld,1l2) f ®r i eur s

2.2.2Artério genese

L 6 aipger@sesst un processus qui permet la formaiiositud 6 art res col |
de type musculaire |l ors des ph®nom nes dbi s
débune art rlagisam aotmaleneent uracsgaf@3, 14] Ainsi, des études chez

| 6ani mal onlt éd®mlomg ir ®n q d eitiait dassles mimukes gui®uivent a | e
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un processus dobéactivati on de sparumelalgménatoon end o
des forces de cisaillemedtns les artéres collatérald2uis dans un second temps (1 a 3

jours), les cellules endothélk, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes quiescents
entrent en division mitotique. Il en résulte un élargissement du diameétreesarteres
collatérales. Enfin dans un 3éme temps pfiase de synthése, la digestion de la lamina
élastique mterne permet la libération et la migration des cellules musculaires lisses et des

fibroblastes depui s -éndothélia ccriéamt amse une coucheerg@ a c e

inti mal e ®pai sse. Cette Croissance coll at®
prolif®ration, de | a migration et de | dacti
contractile des cellules musculaires | isses
sous endothéliale. Ainsi les artéres collatérales peuventeangtne r | eur cal i br e
afin de multiplier l eur capacit® de dO®bi't |

hauteurde 30% du débit maximal norma#].

2.2.3Angiogenése

On distingue la vascuieneseaqui est la formation deéo vaisseaude novo, de
| ahgiogenesegui est la formation de neaisseaux a partir de vaisseaux sanguins déja
existants ou plus rgcisément a partir de cellules endothéliales matures. En effet, le
d®vel oppement de | 6embr yon et not amment de
d®vel oppement de nouveaux vaisseaux sanguir
vasculaire primitifpar bourgenpnement i | s Gaagmpgemnesed 4 O geaeggstain
mécanisme adaptatif qui perdurera au cours du développement adulte et qui permettra des
m®cani smes di ver s tels gue | a cicatrisati
L 6 a ganpéseest donc un pressus physiologique normal qui permet la régénération et

le développement de tissus sains. Cependant lors de mécanismes pathologiques tels que
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| 6i nfl ammati on, | @eénadse ih &isteé des dégéquilibes daasnles® r o

mécanismes de régulatide| abgiogenese

2.23.1 Angiogenesdumorale

Le développement des cancers (cargemesg est un processus qui se décompose en
plusieurs ®tapes. On pense aujourdohui quaoi
guelques millilitresen decaduquel lature ur e st | mie aappeojré vasculadsationd
[15]. Jusqudée dbreevii aiolnl 2 mm deeésedst ditanentplmase,« | a ¢
dormante», il existe alors un équilibre entre prolifération et apoptose. Il faudra donc une
certaine masse critique -@ela de laquelle des cellules tumorales situées au centre du volume
aurontun apport en oxygene et en nutriment insuffisant du fait de leur distance par rapport
aux vaisseaux sanguins natifs (environ {B@) pour que ces cellules sécretent des facteurs
s t i mudngiogeanesdeld que le VEGF ou le hypoxia inducible factar[161 18]. Ainsi,
seule une faible proportion de tumeurs en phase dormante entrera en phase proliférative grace
au développement de sa propre vascularisation, ce processus est dénawiteh «
angiogénique». Ce phénomene eaine la production de facteurs gngiogéniques ou la
pere doéinhibitionandgé od®@&i citepwass etntiper met | 6 ¢
endothéliales des vaisseaux sanguins adjacents a la tumeur. Les cellules endothéliales natives
acquierentlapodsii | it ® de d®grader de | a membrane ba
et sdborgani sent , @éant ansirunm cotiveau eéseauuvbseulamei entee les

vai sseaux natifs de | 6htte et |l a tumeur .

2.2.32 Switch angiogénique

Af i n de isroesdetpolifiécemla tumeur va secréter un exces de molécules
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angi og®ni ques et activer | es tedl®]l Uewdneegtdeendot |
switch angiogénique tumoral correspond au processusuat duquel une t umet
®t at | atent “ un ®tat i nvasi enésduicorseSpangdat d o u
une r upt ur eentdedes fadie@rg preet lanttdngi@yéniques du milieu, en faveur

des facteurs prangiogéniquesEn effet, en atteignant une masse critique2 >ml, la
probabilit® de trouver une cellule tumorale
est presque certaine. Cette mutation survient alors soit par une activation oncogénique, soit
par | 6 nnHidluintig ne suppresseur de tumeur. L
déséquilibre dans la lzmce des facteurs pret antiangiogéniques en faveur des facteurs

pro-angiogéniques.

Le passage de la phasalermante» a la phase active est tésultat des étapes Kigure

1) [20]:
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Figure 1. Le switch angiogénique en 5 étapg20]

¢ Onset of angiogenic sprouting

recruitment of perivascular cells

(©) Normalcel  @EPRIRED Blood vessel with pericyte
(@ Cancer cot Q Apoplosing, necrotic cel
@®) owiding cel

1) Phase dormante avasculaire 2) détachement des péricytes et dilatation des vaisseaux 3)
début du bourgeonnement angiogénique 4) formation et maturation de nouveaux vaisseaux 5)

vascularisation tumorale = phase vasculagive.

Les mécanismes moléculaires sbus n d a n t | 6i niti at gpemése des |
tumoraesont mi xtes et font intervenir en diff ®r
et | 6activation oncog®ni gqu es aatartrensstde factets dee | a
cCroissance. Le VEGF, I e PIGF (Placent al gr ow
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facteurs angiogéniques qui sont alors devenus des cibles thérapeutiques importantes. En effet,
le blocage du switch angiogénique pettnaét de maintenir les ilots de cellules tumorales en
phase «ormantee af i n dbéemp°cher l eur prolif®ratio
dissémination.
Une fois enclench®, i lang®mgeneset aigiddeneés@ar mo d e s

bourgeonnemente | Gganasgar mtussusceptior-igure 2).
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Figure 2. Mécanismes cellulaires de l'angigenéseet de la lymphangiogenesetumorale

[15].

Endothelial precursor

Intussusceptive growth Angiogenic sprouting

(1) Le réseau vasculaire hote se dilate en formant des bourgeons endothéleukormant

des pontsdngiogenésg@ar bourgeonnement); (2) les vaisseaux tumoraux se remodelent et se
dilatent eninsérant des colonnes de tissus interstitiels dans la lumiéass®aux préexistants
(angiogenesepar intussusception); et (3) des précurseurs de cellules endothéliales
(angioblastes) provenant de la moelle osseuse ou du sang périphéatoeatesternt dans les
tumeurs et contribant a la paroi endothélialeed vaisseaux tumoraux (vasaemesg Les
vaisseaux lymphatiques autour des tumeurs drainent le liquide interstitiel et constituent une
passerelle pour les métastases des cellules tumorales éygigenéesg
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2.2.3.3Angiogenesear bourgeonnement

L &ngiogenés@ar bourgeonnement ousprouting» est décrite initi@ment par Von
Kolliker (Figure 3). Le «sprouting» est déclenché par le VEG¥, et sbdaccompagn
vasodil atati oat iedn ddenlea apgmm®abi | it® endoth
de prot®i nes plasmatiques et | a formation dBo
des cellules endothéliales puis a la formation de tubes, événement plus tardif du processus. La
formation de cette matrice entraine la perte des liaisonseamed ot h® i al es et d
entre les cellules endothéliales et les péricytes (cellules musculaires lisses responsable de la
contraction et de la régulation locale du débit sanguin), aae & contrdle du systeme
angiopoiétinel/ argiopoiétine2/ récepteur Tie 221]. Ainsi les cellules endothéliales
proliférantes migrent vers le site deéo vascularisatiore t sborganisent en
tubulaires. La prolifération de deles endothéliales en transit est alors induite par le VBEGF
et la dégradation de la matrice extracellulaire est accélérée grace a la synthese de

m®t al | oprot ®ases et dobdéactivateurs du plasmin
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Figure 3. Angiogenésepar bourgeonnement[22]

(iv) v)

(i) Réception de signaux angiogéniquéscke jaune) provenant de I'environnement par les
cellules endothéliales (EC); (ii) rétraction des péricytes de la surface abluminale des capillaires
et sécrétion de protéase a partir de cellules endothéliales activées (aEC) et dégradation
protéolytique dela membrane extracellulaire (ligne pointillée verte); (iii) migration
chimiotactique de la cellule endothéliadeus l'induction de stimulateurs angiogéniques; (iv)
prolifération de cellules endothéliales et formation de lumiére par fusion de vaissgags f

avec formation de jonctions serrées; (v) recrutement de péricytes et dépodt d'une nouvelle

membrane basale et début du flux sanguin.

2.2.34 Angiogenesepar intussusception.

L éngiogenésepar intussusception est aussi appeléplikting angiogenesis ou
intussuscepti® microvascular growthF{gure 4). Elle permet de former des ngaisseaux
par subdivision dbébun | arge <capillaire sinus
décrit par Short et al. puis précisé par Burri en 1986 dans une @étsdréseaux capillaires

postnatauxhumains et de ratR23, 24] lls décrivirent que le réseau capillaire pulmonaire
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pouvait croitre par kourgeonnemerd de cel |l ul es endot h®l i al es
créant ainsi des ponts inter endothélial treagillaires.

Le méani sme doéintussusception est i mpl i que@G
tumoral et la création de branchements entre les différents réseaux capillairenéte la
vascularisatiofi25i 27].

Les mécanismes sotsndant ce phénomeéne sont encore mal compris mais il semble
motivé pair partie par les forces de cisaillement et les élévations du débit sanguirgiocaré

percies par les celluleR4].

Figure 4. Angiogenesear intussusception[28].

Formation doun pont transcapfidod matrieond ed Ocuenle
erdothéliale; réorganisation des jonctions interendothéliales f or mat i on doune
interstitielle ou pilier envahi par les péricytes et myofibroblastes environnardissance du

pilier et formation doébune maille capillaire.

2.2.3.5Vaisseaux tumoran
La néovascularisation tumorale, méme si elle est similaire dans ses mécanismes de
f or mat i ogenésehysidlagimue) conduit a un arbre vasculaire de nature différente.

En effet, la vascularisation tumorale est tortueuse, chaotique et désorgaresédes
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branchements excessita9]. Léendot h®l i um des vtnu $esééaux t u
avec la présence de multiples ouverturescades trous transcellulair¢20]. De plus les
vaisseax sont dépourvus de péricytE)]. Lesvaisseaux sont donc plus perméables ce qui
présenteleux conséquences

1) | 6 ext r apossibla tde ceallules tumorales et donc leur dissémination
métastatique

2) | 6augment ation de | a pression interst
tumeur, qui entre en compétition avec la perfusion sanguine et limite ainsi les échanges entre
le sang et le milieu interstitiel favorisant hypoxie et acidose stimulant plus encoéw la
angiogenese

De plus, du fait de la croissance tumorale continueadae vasculaire tumoral est
dynami que et pl astique, av e c . RHretiormelléngnt,dan t e s
vascularisation tumorale se distingue aussila vascularisation nativfl5]. En effet, la
vascularisation tumorale est souvent hétérogéne au sein de la méme tumeur et de mauvaise

qualité. Un tiers des vaisgeatumoraux sont des fides artérioveineusegi@ure 5).
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Figure 5. Artériographies ® ect i ve de | 6art re circonflexe

Hyper vascularisatiom nar ¢ hi qu e doSseusdauméndietda sancarsde rein (A).
Vi sual i sat i ctouryeinexbagligue et ééphalique (B).

Ces communications artérioveineuses directes, sans interposition de capillaires,
emp°chent tout ®change de m®tabolitesnset doc
leur environnement immédigdB0]. Par aill eur s, | 6absence de
anarchique (ou absente) des vaisseaux empéchent toute régulation du débit toctd e
participation a la régulation de la pression sanguine par les mécanismes habituels. Seules les
art ®ri ol es pr ®e xes les pantipaexsvaissdaux wmaraan dont SURts aux
r®gul ati ons dbéamont . Cer t aing sunisgs@add triesofaibtes d e s
débits sanguins locaux aboutissdotaparfois a leur nécro$el]. Cette némse au centre de
|l a tumeur i ®e ~ | 6absence de d®bit sangui |
p®ri ph®r i que. Enfin, des forces de pressions
régions aux pressions hydrostatiques, et limitesid@s échanges entre le sang et les cellules
tumoral es, favori santesaessi ellgénbseg [383]/IxGeengi mot
m®cani s mes dohypoxie et doéi sch®mi e particiocr

traitements systémiggecomme a la radiothérapif80, 33} L6endod befid i um
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néovascularisation est devenu une cible privilégiée dans la recherche de nouvelles thérapies
antirtumorales. Ces cellules sont plus accessibles que les cellules tumoraleséaties et
sont plus stabkgénétiquement, et donc moins sujettes a d@pelr des mécanismes de
résistancell a de plus été démontré que le phénotype endothélial tumoral était similaire entre
les différentes tumeurs et les différents vaisseaux sanguins normaux. Les vaisseaux sanguins
tumor aux ont don chedpaussees,ladtived guieont pedneis de eompremdrec
de nombreux mécanismes impliqués dans le contr6le moléculair@méedagiogenése

Pour notre propos, on comprend donc que la nature de la circulation tumorale, son
potentiel angiogénique et sa greffeir sun réseau vasculaire natif va entrainer des
modifications hémodynamiques locales. Le nombre de vaisseaux et de micro vaisseaux
augment ant en aval de | 6art re native, af f
développe provoque ainsi une chute ke résistance hémodynamique locale et une

augmentation consécutive du débit sanguin local.
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2.3Imagerie de la réponse tumorale

231Rati onnel de | 0®valuation et du suivi de |
Léar senal de trai twermkedhuidewa sctaen ceetr sc eempr e
cytotoxiques, cytostatiques, aatin gi o g®ni ques et | i mmunot h®r ang

pharmacologiques des tumeurs se fait en fonction des données de la littérature, de

| 6agressi vit® diés dugpatientet des répenses et toxioités attendiues pour
chaque patient. La pr®diction de | d6efficaci
déun par.i gue fait | 6oncol ogue ° partir de

temps du ptient traité est multiparamétrique et a pour objectif de détecter précocement des
signes cliniques, mor phol ogi ques et biologioc
au mieux le traitement mai ntenir | e traitemenensifie’en cas d
cas de réponse partielle, ou changer en cas de progression.

Le suivi clinique de tumeurs superficielles est réalisable par palpation et mesure au
pied a coulisse. Le suivi biologique de certains cancers est rendu possible du fait de leur
sécétion de certains marqueurs tumoraux (antigene carcinoembryonnaire, antigene tumoral
CA 125, 153, 199, alphafoetoprotéine...) quantifiable dans le sang. Enfin, le suivi

morphologique par imagerie médicale est primordial car il permet de localiseqeantdier

| es t umeur s primitives et |l es ®ventuell es
l ongi tudi nal de | 6efficacit® des traitement s
curatif : abl ation cibl ®e ou riGeseddiumnorddadameg.anbe

important de maintenir une surveillance prolongée du patient en cas de récidive de la maladie

ou de r®ponse dissoci ®e. En effet, |l es canc:
population cellulairedont la proliération échappe a tout contréle par les mécanismes de
régulation cellulaireh abi t uel s et par l e syst me i mmuni

réponses tumorales au traitement, il apparait parfois des populations cellulaires tumorales qui
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expriment un gne de résistance au traitement et qui échappe donc au contréle de la maladie.

Ce suivi mul ti param®trique comporte des |
pas de traduction clinique évidente et certaines tumeurs ne sécrétent pas de marqueurs
tumor aux quantifiables en routine clinique. L

choix dans | 6®valuation des traitements des

2.3.2Critéres morphologiques: RECIST

La m®t hode de r ®f ®rence do®val uwéfihieemn des
1979 par | 6organisation mondiale de | a sant
bidimensionnelle des Iésions en tomodensitoimdfDM) ou en radiographig34]. Ainsi,
étdt ®tablie une norme reproductible, standa
des traitements entre eux. En 2000 puis en 2009, ces critéres o é¢our afin de pallier
les variationsretrouvées dans les étudg¢85]. Les criteres RECIST 1.1 (response evaluation
criteria in solid tumor) neqghadaapphtiugeents oot
se basent quant a eux sur une mesure unidimensionnelle en coupe axiale sur une TDM
(Tableau 1). La simplification des criteres a permis une meilleure faisabilité et
reproductibilité de la méthod@a6].

Le principe est de dresser la liste exhaustive des lésions avant le début du traitement,
g u 6 £doienk primitives ou secondaires. Ces lésions seront ensuite suivies sur les examens
ultérieurs afin de déterminer si elles répondent ou non au traitement par la diminution de leurs
diameétres(mesurequantitativepour leslésions cibles, qualitativeour leslésionsnon cible$.
Deux types de lésioe ont d®f i ni s s u rlésidn®d @blesaanlesnlésiona hoh i a |
cibles. Lors du suivi morphologique du patient, la réponse au traitement est évaluée selon
| 6®vol uti on des -cibleB.sLa céposse globdld sera une tombinaison des

réponses précédentes : réponse compl&eonse partielle, maladie stable ou maladie
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progressive.

L a

r ®p onse

objective

est ®v a l

la progression est définie par rapport a la plus petite saesEsions cibles (nad{36].

Tableau 1 Criteres RECIST 1.1[36]

Tableau 1  Définitions et catégories de réponse pour chaque type de lésion selon RECIST 1.1.
Lésions cibles Lésions non cibles Nouvelles lésions
Définition Lésions dont le plus grand Lésions trop petites (< 10mm)

Réponse compléte (CR)

Réponse partielle (PR)

Maladie stable (SD)

Maladie en progression
(PD)

diamétre est = 10 mm et dont
les limites sont suffisamment
bien définies pour que leur
mesure soit considérée
comme fiable

Ganglions : mesure du petit
axe, lésion cible si son petit
axe mesure = 15mm

RECIST 1.1 : nombre
maximum de lésions cibles
choisies 5/ patient et
2/organe

Disparition de toutes les
lésions cibles et tous les
ganglions < 10 mm de petit
axe

=30% de la somme des
lésions cibles par rapport a la
somme prétraitement

Ni réponse, ni progression

=20% de la somme des
lésions cibles par rapport a la
plus petite somme mesurée
au cours du suivi (nadir) et
=5mm en valeur absolue

Lésions dont la mesure est
considérée comme non fiable
car leurs limites sont
difficiles a définir (lésions
osseuses, leptoméningées,
ascite, épanchement pleural
ou péricardique, lymphangite
carcinomateuse. . .)

Lésions mesurables mais non
incluses dans les lésions
cibles

Ganglions : mesure du petit
axe, lésion non cible si 10

= petit axe<15mm
Marqueurs

tumoraux > normale (si
pertinent et prédéfini)
Disparition de toutes les
lésions non cibles et
normalisation des marqueurs
tumoraux

Pas de progression

Persistance d’une ou de
plusieurs lésions non cibles
et/ou dosages de marqueur
tumoraux > normale
Progression «non équivoque »
(appréciée qualitativement)
en taille des lésions (une
seule lésion augmentant de
taille ne suffit pas)

Non (pas de nouvelle
lésion)

Non (pas de nouvelle
lésion)

Non (pas de nouvelle
lésion)

Oui (apparition de
nouvelle[s] lésion([s]
dont la nature
secondaire est
certaine)

La somme des lésions cibles est définie comme la somme des plus grands diamétres pour les lésions non ganglionnaires et du petit axe

pour les ganglions.|

Cependant, les criteres RECIST 1.1 ont des limites. lls sont mal adaptés pour

| 6 ®v al u a tins organed @oie,mg),rcértaines tumeurs et certains traitements. De plus,

| es seui |

arbitrai

le devenir du patient (par exemple, la survie globale). Il est méme probable que le seuil (de

rement ,

S choi si s

sans

(730 %

faire

pour | a

| 6obj et

ddune
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réponse ou de progression) significatif pour prédire des différences de survie chez des patients
sous traitement soit différent en fonction du type de traiteetedti type de canc¢B6, 37}

Ainsi, les tumeurs des foies traités efficacement paramgiogéniques se nécrosent mais
diminuent peu de taille. Léoapplication des cril
maladie stable alors que la survie du patient est nettement prolongée. De méme les thérapies
focales gui d®es par | 61 ma g echimieembolsanmiatra | a r a
artérielle laissent des cicatrices de taille supérieure a la tumeur (correspondant aux marges de
destruction thermiques) faisant conclure a tort & une progression. Dans la carcinose
péritonéale, la plupart des implants sont <lcm et rendent akrgitéres RECIST 1.1 non
applicables. Enfin, certaines tumeurs répondent @aitemens en laissant des masses
fibreuses cicatricielles qui ne contiennent pas de cellules tumorales. Ces masses sont donc
considérées a tort comme des masses tumoralekieles alors que les patients ont une
survie prolong®e. Cbest ainsi gubdbest apparu
plus fonctionnels que morphologiques du métabolisme des tumeurs et plus adaptés aux effets
des différents traitements emxadifférentes tumeurs non plus basés uniguement sur la taille

des lésions mais aussi skdappréciation de leuvascularisation esur la mesure déeur

densité.

2.3.3Critéres « fonctionnels» / m-RECIST, Choi, Chun

Les effets des traitements ciblésemth gi o g®ni qu e s, uticsddamés | 6 i ma
tumeurs gastrintestinales stromales (GIST), ont pour conséqueatealévasculariser les
tumeurs sans en modi fier si gnant[88fLlses driteresme n't I
de Choi combinent les changements de densité des tumeurs exprimés en unités Hounsfield
et/ou de taille pour déterminer la réponse tumorale (FigS8&on Choi etl. une réponse

partielle est d®f i nie comme wune di minution
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di minution O 15 % de | a moyenne des densite@®
injection, tandi s quofuinnei emacl candmee upnreo gar uegsnse nvte
taille sans répondre aux critéres de réponse partielle sur le critere de densité. Chez les patients
atteints de GIST traités par imatinib, les criteres de Choi ont montré une corrélation
significativement meilleure @&c le taux de suie que les criteres RECIST 1[39]. Les

crit res de Choi 0 n trs tRItE®paRahtangiggénsgques comindedes t r e s
cancers du rein avec des résultats plus varigb@igl2]. Débautres crit res o
ajoutant des criteres de modifications densité aux critéres morphaegspuls Choi

modifiés, SACT, MASS43, 44] Cependant, en ajoutant des caractéristiques subjectives, ces

criteres se sordloignés du concept initial de faisabilité et reproductibilité.

2.34 Cas patrticulier des lésions hépatiques

Les tumeurs hépatiques, en particulier le carcinome hépatocellulaire (CHC), ont en
imagerie en coupe un aspect et un comportement spécifigumtyévélé des insuffisances
par rapport aux criteres de surveillance RECIST 1.1. Le foie est un organe qui se caractérise
par un double apport sanguin | a veine porte et | 6art re
respectives de 75 et 25% dans les conditonn or mal es . Léapparition
généralement sur un foie de cirrhose. Au cours de la cirrhose, du fait de remaniements fibreux
dans les espaces portes (lieu de mélanges desissnhg us de | a veine por
hépatique) les rapports sedifient avec un apport hépatiqgue sanguin provenant pour moitié
de | a veine porte et pour moiti® de | 6art
vascularisation artérielle hépatique exclusive. Cette caractéristique lui procure donc un aspect
| or se irdagarie en coupe dynamique avec injection de produit de contraste tres spécifique

dit de «washin » / «washout». Ce dernier correspond a un rehaussement maximal au temps

hépatique artériel qui disparait comparativement au parenchyme hépatiquentaldjec des
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phases veineuses et tardives. Cet aspect si particulier a rendu caduque la nécessite de preuve

histologique au diagnostic radiologiqy4é5, 46} Léutilisation de th®r
th®r apies guid®es par | 6i mageri e concour e

h®patocell ul aires, en particulier avec | dapp
lapersistane doune portion rehauss®e sur | es phas
tumor al tandis que doéautres portions, non r

traitement. Il a donc été suggéré de ne prendre en compte que les portiongigiéssle la

t u me u radie deg gottions se rehaussant apres injection. Ces criteres EASL (european
association for the study of liver disease) et modiR&CIST prennent donc en compte la
somme des plus grands diamétresadadrtion rehaussé&dbleau 2.

(! existe plusieurs | imites ° | 6empl oi
déacquisition apr s injection de | 6agent de
tardif, portal et tardif) sont variables en fonction des pratigiess centres et doivent étre
respectés et reproductibles afin de ne pas introduire de pe®difications liées a la
technique et non ~ un changement tumor al S0
contraste peut ne pas étre possible chez uaicerombre de patients porteurs de cancers, qui

combinent souvent plusieurs facteurs de risq
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Tableau 2 Critéres modified-RECIST [36]

Tableau 3 Définitions et catégories de réponse pour les lésions de carcinome hépatocellulaire selon mRECIST.

Lésions cibles

Lésions non cibles

Nouvelles lésions

Définition

Réponse compléte
(CR)

Réponse partielle
(PR)

Maladie stable (SD)

Maladie en
progression (PD)

CHC

Plus grand diamétre = 10mm
Nodulaire (bien limité, non
infiltrant)

Rehaussement au temps
artériel sur TDM ou IRM

Pour autres localisation : id.
RECIST

Disparition de tout
rehaussement artériel
intra-tumoral dans toutes les
lésions cibles

= 30% de la somme des
diamétres des portions
viables (rehaussement a la
phase artérielle) des lésions
cibles par rapport a la somme
prétraitement

Ni réponse, ni progression

= 20% de la somme des
diamétres des portions
viables (se rehaussant) des
lésions cibles par rapport a la
plus petite somme des
diamétres des portions
viables des lésions cibles
depuis le début du
traitement (nadir)

CHC : lésion trop petite
(<10 mm), infiltrante, ou de
rehaussement atypigue (non
artériel)

Pour autres localisations : id.
RECIST

Id. RECIST

Id. RECIST

Id. RECIST

Id. RECIST

Non (pas de nouvelle
lésion)

Non (pas de nouvelle
lésion)

Non (pas de nouvelle
lésion)

Oui (apparition de
nouvelle[s] lésion[s]
pour
laquelle[lesquelles] le
diagnostic de CHC est
certain®)

Oui (apparition de
nouvelle[s] lésion[s]
pour
laguelle[lesquelles] le
diagnostic de lésion
secondaire est certain)

CHC : carcinome hépatocellulaire.
3 Un nodule hépatique nouvellement apparu sera classé comme CHC — et sera donc déclaré comme une progression — lorsque son plus
grand diamétre est = 10mm et gu'il présente le rehaussement typique du CHC sur l'imagerie dynamigue, c’'est-a-dire une prise de
contraste a la phase artérielle avec lavage au temps portal ou tardif. Les lésions = 10mm qui ne présentent pas une dynamique de
rehaussement typigue peuvent &tre diagnostiquées comme CHC si elles augmentent de taille de = 10mm sur les examens ultérieurs.
Dans ce dernier cas, la date de progression retenue a posteriori sera la premiére date d’apparition de la lésion.

2.3.5Cas particulier des malformations artérioveineuses superficielles (MAVS) de la

face

La MAYV est la conséquence d'un défaut de développemensdauartériolaapillaire

entre arteres et veines aboutissant a ladtion de communications artévieineuse directes

les «shunts». Dans une MAYV, la succession artareriolecapillaireveinuleveine, est

donc remplacée par la juxtaposition de ghign

déinterposition

des

f or mant

art®riol

e ¢ ni

dus

forte
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vei neux entra’ ne une circulation sanguine
circulatoires élevées dep s | e ver sant art®riel en amont

retour veineux en aval.

L6®volution des MAV superficielles de | a
pour un méme patient variable en fonction du temps. Certaines malformationstp&veren
«dormantes> pendant plusieurs années puis devenir cliniquement visibles suite a
microtraumatisme (choc, traumatisme ou traitement inapprofié) une stimulation
hormonale (powse pubertaire, grossesse) ou spontanéidént48] Léaugment ati
volume les rend symptomatiques avec survenue de douleurs, de saigners , doun ef
masse et surtout doéun pr® udice esth®tique
et | 6embolisation (obstruction des art res
de coll e ou bil | e speutique des MAVtsuperficiellesl Cependard, ces |t

traitements peuvent, dans de mauvaises indications, stimuler la croissance de la MAV.

(

f

o)

h

La d®ci sion th®rapeutique d®pend actuel |l el

de la MAV, de sa localisation, deon évolutivité, de son angarchitecture et de
| 6envahi ssement en profondeur des tissus s

stades successifs selon la classification proposée par Schobinger en 1995.

Classification de Schobinger

1 Stade I, phse quiescentetache cutanée rose ou bleutée (« faux angiome plan »),

chaude, avec un shuntartésioe i neux conf i rDofpler | 6 ®c hogr aph

1T Stade 11, phase dbéexpansion maj or at. i

avec un thrill et un réseau veineti@ndu et tortueux
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9 Stade lll, phase de destructiostadell compliqué de lésions cutanées avec
nécrose, infection, hémorragies et douleurs

1 Stade IV, phase de décompensation : stade Il avec insuffisance cardiaque.

Cependant ces criteres ont des limitea distinction entre la phase quiescente et la
phase dbéexpansion est avant tout clinique,
Sui vi l ongitudinal. Or <cobest |l ors de | a pha
semble le moment lelys approprié. Le patient est alors asymptomatique et il est important de
s®l ectionner | es patients chez qui l e traite
inutilement les patients porteurs de MAV quiescentes a des trai®epetantiellemat
génératewgde complications. De plus, lors de traitements incomplets de volumineuses MAV,

i néexiste pas de crit dede®t ecrt@omins ddcke | Dduaipwic

récidive.
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2.36 Cas patrticulier de la carcinose péritonéale

La carénose péritonéale correspond a une dissémination au sein de la cavité
p®ri ton®ale de toute tumeur dont | dorigine 1
aussi souvent le stade terminal de la maladie en oncologie digestive et gynécologique. La
surface péritonéale est le second site anatomiqudisgéminationdes cancers gastriques,
colorectaux et ovarienLe diagnostic et le suivi de la carcinose péritonéale sont primordiaux.
En effet, | 6 rapeutiquesnefficasecordnee lat pgt@®edomie de réduction
tumor al e compl ®t ®e dbébune chimi ot h®r api e hy
di agnostic pr®coce avec ®valuation de | 0ext e
| es abl at iovamtgue delleBaig ame s Opadélabramtes tou engageant le
pronostic vital des patients. Les crit res n
carcinose peéritonéale, pour plusieurs raisonst out ddéabord | a taill e
est souvent < 1cm, ceci correspantalors dans les criteres RECIST 1.1 classiques a des
Iésions norcibles. Ensuite, il existe différents tygpde carcinose péritonéale dont certaines
sont mucineuses, liquidiensjeconstitutvesd u pseudo myxome p®riton®a
nodul eondepaaisale reflet de | 6extension de | a
et | eur nombre ndest pas |l e reflet de |l a r ®s

des patients d®c desitemdtastatiguggs pr ®senter dobdaut

Au poi nt de vue de | 6i mageri e m®di cal e,
recommand® do6é®valuation de | a carcinose p®ri
en i magerie est c al g u ®méoperatoirellladdu @d déwelopp® n ¢ h

des scores permettant de quantifier et doé®va
utilisé est le score de SugarbakErgre 6) [49, 50] | 6i ndex de carcinose
Ldadomen est di vis® en 9 r ®gi (Bjosm gdximdl é&i nt es

distal et iléon proximal et distal). La taille de la masse tumorale est évaluée dans chaque
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région et segment avec une échelle sgnaintitative allant de 0 a 3 (pasde tumeur, 1

tumeur de moins de 0.5cm; 2Jumeur mesurant entre 0.5 et 5cm,t@meur de plus de 5 cm

ou plageconfluente). Le score varie donc de 0 a 39. Dans son analyse, Sugarbaker montre que
les patients avec un ICP<20/39 ont un pronostic amébarda traitement chirurgical du fait

de |l a possibilit®0ddune ex®r se compl te

Figure 6. Index de Carcinose Péritonéalele Sugarbaker.

Régions abdomino-pelviennes prises en | ,
compte pour le calcul du score PCl (1:2) |
4
0 - Central Incision médiane, grand épiploon, célon transverse
1- Hypochondre  Glisson du lobe droit, péritoine diaphragmatique de ‘ ) "
droit la coupole droite, espace rétro-hépatique droit - e
2 - Epigastre §r§tsse epl.gastrlque, Iqbe gauche du foie, petit
épiploon, ligament falciforme

St e Péritoine diaphragmatique de la coupole gauche, 9 quadrants

P YPOSIOREEE | rate: queue du pancréas, faces antérieure et abdomino-pelviens

gauche numeérotés de 0 a 8 dans le sens

des aiguilles d’'une montre

4 - Flanc gauche Colon gauche, gouttiere pariéto-colique gauche en partant de la zone
contenant le nombril

postérieure de I'estomac

5 - Fosse iliaque Célon sigmoide, paroi pelvienne gauche en dehors du
gauche sigmoide

Utérus, trompes, ovaires, vessie, cul de sac de

6 - Pelvis : 5
Douglas, recto-sigmoide

7 - Fosse iliaque A ; = .
q Paroi pelvienne droite, ceecum, appendice

droite
8 thrcdrolt Colgn ascendant, paroi pelvienne et abdominale
droite 4 segments
de l'intestin gréle
L6®valuation de |61 CP radiologique par

évaluation souffre de certaines limites. En effet, la détection des implants varie avec une
sensibilité de 25 a 96% en fonction des régions étudiées et déelaléa implantg51i 55].
Marin et al. rapporte une sensibilité de 43% pauésion de moins de 5 mrde 100% pour

les lésions de plus de 5 cet de 87% poutes lésions intermédiaird$5]. De méme, la
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sensibilité de détection des implants est meilleure dans certaines répi¥$ dans la partie

ant ®r i eure de | 6abdomen et | a surfaceoih®pat.i
de | O0intestin gr°le. La sp®cificit® ®tait |
m®sent ®r i ques. L6Oi magerie par r®sonance mag:

complément de la TDM, améliorant ainsi ses performances de détectaonnment pour les

tumeurs mucineuses, en particulier dans le capsgwdomyxome péritoné@h6i 58]. En

ef fet, |l es i mplants de tumeurs mucineuses C
voient donc particuli rement bien en | RM. |
ardueen ®cessite | 6exp®r i e rlantaand i cemtrelspaatid&lur s ®ni
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2.4Hémodynamique

2.4.1Pression hémodynamique, tension pariétale

2411Au niveau de | 6organi sme

2.4.1.11 La boucle circulatoire

Le systéme circulatoire comprend une grande circulation ou afi@ulsystémique,
situ®e entre |l e cilur gauche et l e ciur dr oi
distribution assurent I'apport en oxygene et en nutriments aux tissus et aux organes, les veines
drainent le sang qui a participé aux échangeslceppi res vers | e ciur |
circulatoire comprend aussi une petite circulation ou circulation pulmonaire, située entre le
ciur droit et l e ciTur gauche qui apporte | e
Les veines pulmonaires draindatsang oxygéné par les poumons vers fe wauche d'ou il

est ® ect® dans | " aorte et | a grande circul a
|l a force de contraction du ventricule gauche

déht) qui pousse le sang tout le long de la circulation systémique.

2.4.1.1.2Circulation systémique

La circulation systémiquee décline en différentes circulations locales placées en
paralléleles unes par rapport aux autres. La pression hémodynamiqieeént r ®e de ch
estdonclaméme | s Olaapgession attérielle. La pression hémodynamique a la sortie de
chacune est aussi identique | s Olaapgesstorvetheuse centrale Ai nsi , co6est |
la résistance hémodynamique locajei ajuste le niveau de débit sanguin qui traversera
chaque circulation locale (loi de Poiseuille).

Le débit cardiaque est la somme des débits sanguins locaux, destinés a chaque organe.

Cbest | a valeur relative de baopf@esstaptashe@
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fortement - | 6®coul ement du sang dans <chacu
niveau du débit sanguin local, donc la distribution du débit cardiaque. La modification de
cette valeur relative entraine uneedistributiondu débit cardiaque.

Comme la résistance artériolaire systémique est tres élevée, le ventricule gauche doit
créer une pression hémodynamique €levée (de type artérielle) pour forcer le barrage
art®riolaire, sa r ®si st ancampres mdsaga dudbareages ur er
artériolaire, les pressions hémodynamiques sont faibles dans les capillaires systémiques.
Comme ils noéoffrent que peu de r®sistance h

elle reste parfaitement suffisante pour assurer let our veineux j usquod

| 6oreill ette droite, pesgonvaneysecerdesli on est pres
La finalit® du syst me cardiovascul aire e

pression artérielle suffisante powouvrir les besoinsmétabolique d e | 6ensembl e

| 6organi s me, de chaque or g eemmi.ses lfoactiorsyeat me

maintenanl 6 ho m®ost asi e du d®bit cardiaque (Qc) q
dobadaptation que sont

1)Le v ol u atien systdli@ye €VES)

2) La fréquence cardiaque (FC)

La r®gul ation de |l a pression art®rielle (

niveau de résistance systémique totale (RST), dépendant directement des niveaux de

résistance hémodynamiqueeélt ® e ~° | 6 ®t age de chaque enrgane.
boucleé , | 6hom®ostasie nbébest assur ®e que gr ©ce
c1 ur , anraintiennean débit et la pression artérielle.

Ainsi, la contraction cardiaque (systplgénére une énergie potentielle ou pression
hémodynamique dans les arteres (force exercée par unité de surface) exprimée en millimetre

de mercure.
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PA =VES x FC x RST.

La pression artérielle résulte du produit du débit cardiaque par la REddafbasal,
le débit cardiaque variant peu, ce sont les résistances périphérigsesuiifient, fluctuent

pour maintenite niveau de pression sanguitrégure 7).

PA = Qc x RST.
Figure7. Sch®mati sation doéunfs9syst me ~ haute pr
Schématisation du systéme a haute pression conduction du sang
§ ;3| Fonctions de sortie |
cerveau !
Rh1Q1 myocarde(ﬁ‘:ﬁ

Rh2Q2
Rths"e'"@ijI

Qc = Fc.VES
Rh 4 Q 4 muscles @ﬁ

.E Aorte
Rh 5 Q 5 organes Y
\¥ dlgestlfsﬁﬁj‘@

Rh6Q6 oo
. peau @:ﬁ;|
degré d'ouverture du robinet | Rhn Q n -

.D:g @ 1/RST = X! [1/Rhn]

Loi de Poiseuille
PA O Qc. Rh Syst Totale

Fonctions d'entrée l

o

niveau de la résistance locale
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2412Au niveau de | 6organe

Le tonus vasomoteur des cellules musculaires lisses va modifier le diametre des
artérioles et dnc, selon la loi de Poiseuille, réguler le niveau de pression sanduine.
systéme nerveux autonopet particulierement sa branche sympathjgegle le niveau de la
RST pour mai ntenir |l a pression art®rielle
pression de perfusion de tous lesorgables.e f oi' s que | 6hom®ostasi
est assurédl existe un ajustement possibleldaque organela résistance hémodynamique
locale peut étre modulée par phénoméne de vasomotrigité gjuster le débit sanguin local
et les apports nutritifs. Cet ajustement s¢ $aus contrble du systéme nerveux autonome,
c 6 é-dire dans des limites qui ne déséquilitirai la résistance systémique totale,le
niveau de pression artérielle dahepression de perfusion de tous les organes.

Le réseau capillaire distal qui fait communiquer les artérioles et les veinules est
constitu® doune matrice extracell ul aasseze et
fine pour permettrées échangescde au, de gaz di ssous, doions

métabolisme des organdses transferts diffusifs intéressent les petites molécules gazeuses,

€

les glucidesles|l i pi des et acides amin®s et soeffect

concentrabn, | e | ong du capillaire, jusquod6~™ ®qui

la barriere capillaireLes transferts de liquidesont régé  p Equilibrde @e Starling ou

équilibre entre les pressions hémodynamiques et les pressions oncotigetea dire les

pressions osmotiques dues alifférences de concentratioe n pr ot ® nes de par |

la barriere capillaire les protéines étant dewmoléculesde haut poids moléculairee
traversant pagdibrement cette barriere. Le maintied 0 unésistance artériell@levéeest

fondamental pour abamssla pressiorhémalynamiquecapillaire et éviter la fuite de liquide

dans | 6interstitium. La diff®rence de pressi

pole veinulaire ducapillaire systémigel permet le passagke | i qui de vers |
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| 6entr ®e du capillaire et sa r ®i nFigggBati on
Une paroi capillaire incompleteu altéréela présence de micro vaisseaux néoformés sans

sphincter precapilaire efficace modi f i ent | 6®qui |l i bre des f ol

A

provoquant wun Td me et wune augmentation des

collapsus des vaisseaux, une ischémie au centre des tumeurs ou m¢gistdggs

Figure 8. Capillaire et pression efficace de filtration[59].

Capillaire & Pression efficace de filtration

S. globulaire

P oncotique plasmatique
P oncotique interstitielle
P interstitielle

& ” & P dynamique
S. interstitiel
:> Sens des écoulet,
de liguide — S. intra C
\yrophatia
/ Cu\ de saC
e
Léadaptation du d®bit sanguin | ocal aux m

grace aux phénomenes de recrutemmntro vasculaireet de vasomotricité artériolaire
modifiant ainsila valeur de la résistance hémodynamique &c@lertains territoires en
situation de besoin m®t abolique recrutent e

besoinse vasoconstrictent & valeur de la RST se modifie peu. Ainsi, la pression artérielle
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est peu impactée et le débit cardiaque reste plus ou moins stable mais redistribué par le jeu de

la modification relative des résistances hémodynamiques locales. Cette redistribution ne
néessie alors aucun travail cardiaque supplémentaire. Par contre, si la redistribution est
insuffisante, gue | a RST sb6babaisse,,vire d®Dbi
augmenter | a pression art ®r i elstlerdledusysteane pr e s s
nerveux autonome et particulierement de sa branche sympathique de stimuler la contraction
cardiague pour augmenter la force de contraction ventriculaire gauche et la fréquence
cardiague pour augmenter le débit cardiaque. La régulaépreuse de la pression artérielle

assure alors la modification harmonieuse des valeurs de débit cardiaque, de résistances
hémodynamiques locales (donc de la RST et de la pression artérielle) pour assurer

| 6hom®ostasi e h®modynaunel gu°emec eenrt r ad red ietti opn®sr i
du m®t abol i sme comme en <cas doexercice phy
pathol ogiques sbdébaccompagnent doéune baisse de
cr®ation dobéun | it v aMAV.lEh eas deedéveldpefent imp®rtard,n c a
ces lits vasculaires anormaux peuvent avoir un impact sur la valeur de la RST et obliger a une
augmentation permanente du débit cardiague comme par exemple au stade 4 de la

classification de Schobinger.

2.4.1.3Circulation hépatosplanchnique (cas particulier)

Les vaisseaux mésentériques irriguent un systeme capillaire entérique (intestins) que
drainela veine mésentérique supérieure; cette veine conflue avec la veine splénigue (rate)
pour donner la veine porte. haine porte se résout en un second réseau capillaire sinusoidal
dans le foie que drainent les veines-Bé&patiques vers la veine cave inférieure. On comprend
l'importance de cette disposition circulatoire particuliere pour assurer les phénomeénes

métaboliqes de digestionles nutriments sont absorbés au travers de la barriere intestinale et

55



drainés directement vers les hépatocytes, sans passage systémique, pour transformation et

stockage puis libération différée.

2.4.2Vitesse et débit

Le c¢ 1 ur aucsang funerémergie potentielle (pression hémodynamique) et une
énergie cinétiqgue sous forme de vélocité sanguine dans toutes les arteres, les arteres de
conduction et de distribution. Pour une vélocité donnée, le débit sanguin dans un vaisseau
rectiligne sans bifurcation, soumis a un gradient de pression donné, est déterminé par sa

surface de section

Q=Sxv

Oou - Q est le débit sanguin local, en ml/s
- v la vélocité sanguine, en cm/s.
- S la section orthogonale de ce vaisseau, en cmz.

Enraisondes forces de friction du sang sur |

frottement internes du sang, |l i ®es ~ sa vVvisc
artérielle; el |l e est plus ®l ev®e au ckdaéenedeodb®coum
Dans | e cas doéun vaisseau rectiligne et

constant relativement faible;adi 6®@cquibeimese $
des lignes de courant stables. Cet écoulement obéitéalar®i de Poiseuille et son profil de

vitesse est paraboliquEigure 9).
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Figure 9. Profil doé®coul enff®nt parabolique

Profil des vitesses circulatoires dans une artere

Vmax (m/s)

Profil des vitesses parabolique (flux laminaire)

Profil des vitesses circulatoires dans une artériole

Profil des vitesses turbulent ( turbulo-laminaire)

Loi de Poiseuille

30p 2

10 ——
Pfu

- Qv = débit dans le vaisseau consid@mmi/s

- R =rayon du vaisseaen cm

-qpP = diff®rence de pression
- L = longueur du vaisseau considésé cm

- 1 = viscosité sanguinen Poise

,ennmgt r ®e
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Au niveau dedbifurcations artérielles et des sténoses, I'écoulement sanguin devient
turbulo-laminaire, voire rétrograde sur certaines parties de la surface de section artérielle. Les
conditions qui d®t er mi ne-lamind Ir Gea sdpbewcrt  ® caomu I neam
fonction de sa vélocité en cm/s), du diametre du vaisseau considéré (dnen de la
viscosit® sanguine (O, en Poise)d. egnombe | a m

de Reynolds (Re) est un nombre sans di mensic

doinertie par rapport aukafsestabsl vi ®qdeubké®c

2/3\%“

Lorsque | e nombre de Reynol ds est I nf ®r i
Lorsque | e nombre de Reynolds est sup®rieur
Chest |l e cas dans desl| paemier shacreandiiqudres
do®j ection ° |l a sortie du ventricule gauche
g®omM®t ri e qui caract®risent |l es st®noses s®v
ou autres obstaels - | 6®coul ement , peuvent tre 7 I

augmentation soudaine des vitesses.

2.4.3Tension pariétale

La pression sanguine exerce sur les parois des vaisseaux une force perpendiculaire a la
surface endoluminald={gure 10). Ces forces sont compensées par des forces intrapariétales
radi al es et tangentielles exerc®es par |l es
effets de distension de la pression sanguine. Dans certain organe, la pression externe au

vaisseau pe t ne pas °tre nulle et cobest alors | a
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vaisseau ou pression transmurale qui entre en jeu. Ainsi, dans la direction radiaire, la tension
pariétale T est liee & la pression sanguine transm(RPatn mmH{ et aurayon du vaisseau

(r, en cm par la loi de Laplace
T=Pxr

ElI | e s onmblgem.i me

Figure 10. Représentation de la loi de Laplace sur un tube circulaire de longueur tres
Supérieure a son rayon. La tension pariétale est le produit de la pression trangrale par

le rayon interne.

1

Pression Artérielle

Tension Pariétale

Epaisseur
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2.4.4Force de cisaillement et remodelage artériel
Lorsque | e sang soO0®coul e, i exerce une f
force se traduit par une contrainte ditecde s ai | | ement (U) sur | a par

comme le produit de la viscosité du sang et du gradient de vélocité sanguine.

La contrainte de cisaill ement transmise
d®pl acer | 6endot h®l mameedahsa Icaudheecti on de¢
déun ®coul ement | aminair e, |l a contrainte de

rr

- Ou [ représente la viscosité sanguine, en Poise
- r le rayon vasculaire, en cm
- v la vélocité sanguine manale au centre du vaisseau, en cm/s
El'l e sbexprime en dyne/ cmj].
La contrainte de cisaillement ou Wall Shear Stress (WSS) des-sarglos est
adaptée dans des limites de normalité en fonction du diametre circulant donc de la distance
par r app oLe WSSest dec8aul® dynes/cm? pour les grosses arteres de conduction,
i s6® ve jusqud” des valeurs de 40 ° 50 ¢

artérioleg60].
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2.5 Structure compartimentale du vaisseau
Elle comprend trois secteurs

1) Endoluminal, composée cellules sanguines et endothéliales, de peptides et de
protéires plasmatiques

2) Médial composéle cellules musculaires lisses et de matrice extracellylaire

3) Adventitiel, composé de tisstonjonctif et de terminaisons nerveuses capillaires

(Figure 11).
Figure 11. Structur e c oamgunrartéiement al e doéun va
lumiére vasculaire B Colule endothélicle
Fi
Intima h“ Brobiss
% Cellule musculaire lisse
Q. Cellle inflommatoire
e Fibre élostique
~ . — Fibre élastique frogmentée
Media ;
A Produits de glycation avancée (AGE)
Athérome
Calcium
x Glycoprotéine de structure
Adventice
2.5.1 Endothélium
L6intima est successivement compos® de | ¢
sa couche sowsndothéliale puis de la limitante élastique interne.
Les cellules endothéliales sont orientées dans le sensrdes fie cisaillement qui
leur est appliqué¢6l]. La surface |l uminale des cellul e
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glycocalyx chargé négativement dont le rble essentiel est anticoagulant. Le transport
endothélial se fait par transcytose et le passage des petites molécules au travers de la barriere
endothéliale se fait par les espaces intercellulaires. Les cellules @radeshsont reliées
entre elles par des jonctions serrées (tight junctions) et des nexus (gap junctions). Les
cellules endoth®liales peuvent se contract
t hrombine, |l es cat ®chohaemi héangi 6hessameneé]|
La contraction des cellules endothéliales induit un élargissement des espaces intercellulaires
et donc une augmentation de la perméabilité endothéliale. Le taux de renouvellement
cellul aire estl-2fcdldleb poer100@cellulésirdothkliales pdr gour, mais
peut aller jusqud6é”™ 10 pour 100 cellules par
de cisaillement élevées. Les cellules endothéliales influencent la vasomotricité et la
proliférationd es cel | ul es muscul aires | isses. Lo6end
entre le sang circulant (protéines plasmatiques, peptides, cellules sanguines) et la média de
la paroi artérielle responsable de la vasomotricité. Il transmet les messalzepliese
plasmatique a la phase viscoélastique de la média.
La lame basale est composée de micro fibrilles de collagéne de type IV et de
gl ycoprot® nes. EIll e constitue | e support e
La couche souendothéla | e est occup®e par des fibres
collagéne, des protéoglycanes et quelques cellules musculaires lisses.
La | imitante ®l astiqgue interne est une <cc

100 nm do®pai sseur .
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2.5.2Média

La média esprincipalementconstituée de cellules muscularésses et de matrice
extra cellulaire. Cette derniere est composée de fibres élastipies, br i | | ede d o6 ®I a
faisceaux et fibrilles de collagéne, @ protéoglycanes. On peut digguer les artéres de
conductionou artéres élastiques et kaseresde distribution ou @éres résistives.

Les arteres de conductandeorte etles premiers branches collatéralgsse
caractérisent parneproportion relative de fibres élastiquasis important que la proportion

de fibres musculaige Cette particularité confere la paroi de cesrteresune compliance

artérielle basselLes fibres élastiques 6 o pp osent T topieportaidd sousmat i o
| 6ef fet d e | asysgwligeeetanaintiant laastruct@redu eaisse@mpendant la
diastole.

Les arterede distributiondesar t r es de p e tarériolegamtiquabt@ae | us
elles uneproportion de fibres musculageroissant, de manierenversement proportionnelle
a leur calilbe. Cette particularité confere a ces artéeres des propriétés de vasomotricité
per mettant l a dilatation en cas d[6A Ceitment at
propriété est aussi le vecteur et le stimulus principal des phénoménes de remodelage

vasculaire en cas de modification permanehteébit sanguin local réglé par le niveau de la

résistace hémodynamique locale.

2.5.21 Cellules musculaires lisses

Les cellules musculaires lisses de la média sont le déterminant de la vasomotricité et
de la vasotrophicité artérielle. En sus, les cellules musculaires lisses sécretent des protéines
permetant de communiquer avec la matrice extracellulaire et les cellules environnantes. Il
exi ste une grande h®t ®r og®n®i t ® dans | 6exprt

cellules musculaires lisseen situation normale et au cours des différents processus
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pat hol ogi ques. Ainsi , au cours de | 6at h®r o
muscul aires | isses vers | o0endoth®lium sdacc
de type myofibroblastique responsalolfd td duwruen
fonction sécrétoireDe facon similaire | or s d&éune mise en cultu
contractile des cellules musculaires lisses de la média disparait au profit de la fonction
sécrétoire qui varie en fonction des phases proliférativegiescentes.

La contraction des cellules musculaires lisses de la média passe par la création de
ponts actinenyosine. Ces interactions entre protéines contractiles sont inexistantes lors de la
phase de relaxation compléte. Cette contraction est ditpi®par opposition a la contraction
rythmique des <cell ul es muscul elargagedu chldiums es cC ¢

contenu dans les sites de stockage intracellulaire qui modifie la concentration calcique dans le

cytosol et épue calciumdextracelluldird \eers termilieu intracellulaire par de
canaux calciques membranaires permettant | e
' ibre intracellul aire responsywdneetdehaderdaai nt i
contraction.

2.5.2.2Matrice extracellulaire

La matrice extra cellulaire est compos®e
(type | et type I11) et doéune substance f onc
grande affinité pour les lipoprotés de faible densité qui forment alorss @aemplexes
insolubles. Les protéines constituant la matrice extracellulaire, les glycoprotéines,
prot ®ogl ycanes et collag nes sont doéi mport a

musculaires lisses de la thé a . Léadh®rence entre | es cell ul

extracellulaire se fait via une famille de récepteurs appelés intégrines.
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2.5.3Adventice

Léadventice est compos® de fibres de coll
par levasa vasorunet des filets nerveux et lymphatiques. La vascularisation de la paroi des
gros vaisseaux est assurée a la fois par le vasa vasorum advenpiielestflux sanguin
endoluminal L6 i mb i b i t dudlux sahguip endotumimal suffit poles arteres de petit
calibre a paroi moins épaisses. La stimulation des cellules musculaires lisses de la média se
fait via les récepteurs alpha (vasoconstriction) et béta (vasodilatation) par action des fibres
nerveuses sur les myocytes de la couche mxtqui transmettent aux cellules sgasentes

| 6exci tati onsnesshgera.i de de second
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2.6 Propriété des vaisseaux

26.1R®gul ation | ocale du d®bit vasculaire doun
Les cellules musculaires lisses de la média des arteres sont responsatieasd

vasomoteur. Elles sont donc la cible des communications extrace#iulstiées soit par

| 6endot h®I i ums) Hoitl pat ks termimaisans meweuse adventitielles (dites

centripétes) qui générent et modulent le niveau de contraction eladt@tion des cellules

musculaires liss€$2].

2.6.11 Vasoconstriction

La vasoconstriction desliules musculaires lisses est essentiellement de type centripete.
Ainsi les catécholamines et les peptides du systéme rangietensinealdostérone sont
l i b®r ®s ~ l a jonction neuromusculaire situ®
demtvie court e, | 6acti on de ces pepti des est
| 6organi sati on synci ti ab que ke signaoxeihtrbcellul@res mu s «
g®n®r ®s se propagent déune cellule 7 tl dautr

diffus, et représentés par les catécholamines et le systeme-aégineensinaldostérone,

soit locaux, essentiellememeprésentés pat 6 endot h®l i ne, | e t hr om
prostaglandine H2, | es anions superoxydes et
Les catécholaminests mul e n't | e sadréne®muep toaplés a la Wdle des

phosphoinositols au niveau des jonctions neuromusculaires adviestitiel systeme rénine
angiotensine fait i ntervenir fglamérulaien etn e s e
| 6 angi oreeseaecett pan B foie. La sécrétion de rénine est régulée par la pression
sanguine de perfusion, la concentration sodique dans la macula densa du tube contourné distal
du rein, |l ads®nmupbg®ti gone bet l e r ®t rllol@aontr |
r®nine clive | 6angiotensinog ne en angi otens
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par | 6enzyme de conversion. Léangiotensine |
de type 1 (ATl) des cellules musculaires lisses qui s@auplés a la voie des
phosphoinositols qui modulent la contraction des cellules musculaires lisses via la libération

de m®t abolites vasoacti fs c-bestmee outrédcapalleode h ®1 i |
stimuler la prolifération des cellules musculairisses vasculaires en induisant la
transcription de facteurs de croissance w@me PDGF A (Platelet derived growth factor) ou

l e TGFb1l (Transforming growth factor).

Local ement , | 6endot h®l ine 1 coupl ®e au r1 ®cC
vasoconstriction via | 6adaiVabi®oataédlerest & epnrhd
i nhi b®e par l e NO et |l es contraintes de ¢

musculaires lisses stimule localement la sécrétion et la synthése du thromboxane A2 et de la
prostaglandine H2, aux effets vasoconstricteurs antagonistes. [IEsfanions superoxydes
dégradent localement le NO diminuent sa demivie et son action Les situations qui

g®n rent |l a production de radicaux | ibres s
| 6i sch®mi e/ reperfusi omeecaldidghdg pleirm ehé8hyppoeieliC
dysfonction endot h®l i al e e nl ef eainldbant ceberdéla | a s
nitric oxyde synthase (NOS) de type, IBndothéliale A | ong t er me, Il 6 hyj
remodelage vasculaire positif avorisant la prolifération cellulaire par la synthése de
facteurs de croissance PDGFb, VEGF et | e d®v

synthése de collagene IV.

2.6.1.2Vasodilatation

A | doppos ®, | es f act «Ulessommangaichs Jasodilatdtrieesr s s
centrifuges, i niti ®es par | 6endoth®lium, son
el l es modul ent l e diam tre art®riel en fonct
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dans les artérioles, ce sdas communications vasodilatatrices centripetes qui prédominent et
gui modul ent | e diam tre art®riolaire en fon
Les facteurs vasodilatateurs principaux so
derived lyperpolarizing factor (EDHF). Tandis que les prostacyclines et le NO sont
pr®pond®rants dans |l es art res de conductan
artéres de résistance en synergie avec le NO.
Le NO est un facteur important de la vasatdition, il est particulierement impliqué par
|l es modifications des forces de <cisaill ement
catalytique de la NOS de type,lB@ndothélialesur la L-arginine, pour former du NO et de la
L-citrulline [63]. La NOS de type lll est calcitiwalmoduline dépendante et est exprimée a la
surface des membranes plasmiques des cellules endothéliales. LaN@8 HI est associée

a une structure membranaire appelée cavéole sensible aux variations de contraintes

hémodynamiqued={gure 12) . La NOS 111 va y °tre associ ®e
l a cal moduline qui | 6 a c tn descontrdhtes de cisalesnent e t d
endot h®l i al l a NOS I 11 se dissocie de | a ca

conséquence la production de N&4]. Le NO va ensuite actr la guanylate cyclase
présente dans la cellule musculaire lisse qui transforme la guanosine triphosphate en
guanosine monophosphate cyclique (GMPc). La GMPc va ensuite activer les protéines
kinases G de type | qui induisent la relaxation du muscle [&ge Enfin le NO exerce un
rétrocontréle négatif sur la production des récepteurd Adponsable de la vasoconstriction

et de la prolifération des cellules musculaires lisses.
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Figure 12. Les cavéoles membranaires endothéliales.

control Shear stress

Cav-l imteraction

Caveolae with eNOS

@i cvvated Banal NO
W oNOS +lv~v_‘."l'

Caveolin-1 X SO % eNOS (active - dimer) :IL?. eNOS (inactive) dimer P Phosphorylati

Les prostacyclines sont des antiagrégants plaquettaires puissants et un vasodilatateur de
demtvie plus longie que celle du NO. Ubiquitaire, sa synthese et sa libération sont stimulés
par des agonistes et par les contraintes de cisaillg@@ntLa production de prostacyclines
est directement dépendante des contraintes de cisaillement et de leur py&4tilité

Dans les artérioles, les communications centripetes prédominantes passent pes s vo
| 6ad®nyl ate monophosphate <cyclique (AMPCc).
muscul aires p®riph®rigues augmeerbtewe,nduitae | i b ®i
vasodilatation | ocale des art ®rquodnerésultet er mi r
provoque une augmentation des vitesses de circulation sanguine locale et des contraintes e
cisaill ement “padooint erelspoensalaing doune vaso

conductance du territoire concerné.
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2.6.2Interaction vasomotricité et vasotrophicité

Il existe une interaction entre les effets vasoconstricteurs (hormonaux ou mécaniques)
ou les effets vasodilatateurs, en particulier du NO et la trophicité des vaisseaux. En effet, il a
®t ® d®montr ® i n angibtensine # augmemte lasr syntheese grat&iguel 6
favorise |l a multiplication ce-bntogdnesifoseteen f a\
myc et en augmentant la production de facteurs de croissance tels QD&R[68i 70].
Cependant cet effet semble nécessiter une augmentita tension pariétale. En effet, il

appara’t gue des situations avec une forte

suffissmtpas ° modi fi er | 6 ®p:adans ke eas de lar Emassioh sodée e p ¢
par exemple ou de la coarctabn de | daorte inter r®nal e. D:
puissante stimulation du systéme réramgiotensina| d ost ®r on e, i noe:
modi fication de | 6®pai sseur pari ®tale aortigq

yaitnécessb dodune action synergique hormonale et
vasotrophique prolif®rative. Des effets anal
®t ® rapport®s avec daéndaihtlines gimuéafioh aptsyngathigque, v as o a
bradykinine[71, 72]

A | 6oppos ®, i a ®t ® d®montr® que | a s®¢
cellul es muscul aires [78i86f eedNO wid le GMPle quieung | as i ¢
diminution de synthése endotteéli e de PDGF et dbdédendot h®l ine
| 6expression des pr ol I®BAMiIY. des daiationk @es ifooces dg VC A M

cisaillement inhibent donc la prolifération intirmeédiale via les effets inhibiteurs du NO.
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2.7Remodelage vasulaire, interactions contraintes hémodynamiques / paroi
artérielle

2.7.1Géomeétrie du vaisseaue rayon

Le rayon du vaisseau est considéré comme une grandeur qui entre dans la définition
des contraintes hémodynamiques. En effet, le rayon du vaisserueint dans le calcul des
forces de cisaill ement et de tension pari ®

inversement proportionnelle au rayon r

rr

Alors que la tension pariétale est directement proportionnelle au rayon

T=Pxr

En modifiant son rayon, le vaisseau est capable de réguler les contraintes
hémodynamiques. Les variations de contraintes de cisaillement entrainent des variations du
t aux de calcium | ibre intracel l ul ai rae endo
conséquent la production du NO et la relaxation musculaire lissejesmme[77]. Plus
pr ®ci s®ment , | augment ati on des forces de
messager de la NOS et la productilenNO par les cellules endothéliales. Le NO diffuse dans
les cellules musculaires lisses sgarsents et active la guanylate cyclase soluble, avec pour
conséquence une relaxation du vaisseau par augmentation du GMPc. Au contraire, une
diminution des contiant es de <cisaill ement entra’  ne une
Cette diminution de calibre passe par une di

et donc de la production de NO et de GMPc. Cette interaction dépend donc de la présence de
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[0endot h®l i um comme source de NO.

Parall | ement, | 6augmentation ou | a di mi:H
des tensions pariétales appliggéeu v ai sseau. Léaugmentation de
effet une stimulation des cellules muscrdailisses. Cellesi vont alors modifier le tonus
vasomoteur | ocor ®gi onal et entrainer une mod
va induire le remodelage vasculaire. Ainsi, la relaxation musculaire lisse associée au
remodelage vasculaire lo@gional va aboutir & une normalisation des contraintes

h®&modynami ques de cisaillement ° | 0interface

2.7.2Interaction tension pariétale / remodelage vasculaire

Loaugmentati on de | a pr ess i outmire tapouy ui ne
conséquence une augmentation de la tension pariétale exercée essentiellement sur la média du
vaisseau. La distension des fibres de collagenes de la matrice extracellulaire entraine via les
intégrines un étirement des cellules musculairesdgsst un épaississement du cytosquelette.
Les intégrines sont des protéines ubiquitaires hétérodimériques qui sont responsable de
| 6adh®si on du cytosquelette ° l a matrice e
signaux mécaniques au cytosqueletteentraine une production de NO. Ce phénomeéne
nommeé mécanotransmission conduit a une hypertrophie concentrique de la paroi du vaisseau,
soit par réarrangement des cellules musculaires lisses et de la matrice extra cellulaire, soit par
augmentation de la asse musculaire et du contenu en élastine et en collagene de la matrice
[78i80]. A | 6i nverse, une diminution des tensior

en collagéne et une hypoplasie cellul§@g].

2.7.3Interaction force de cisaillement / remodelage vasculaire

Les variations du diamétre vasculaire induites pacdedraintes de cisaillement sont
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locales et ne concernent que le vaisseau ou ces contraintes sont appliquées. Elles sont
i nd®pendantes de [ d6innervation art {82.iLel |l e ef
moteur principale de ces variations de diametre est la cellule musculaire lisse qui seule, ne
détecte pas les contraintes de cisaillements < 100 dyng€8m2 Co6est en fait |

qui répond aux variatiorde débit et de contraintes de cisaillemégre 13).

Figure 13. Lo6éendoth®lium, effec[fQber principa

Fonction endothéliale

La stimulation endothéliale a pour origine la contrainte de cisaillement
ou (Wall Shear Stress) (t) appliquée sur les cellules endothéliales

t=4.puV. ré/ nr3
T proportionnelle a la vitesse circulatoire (V) dans la lumiére
T inversement proportionnelle au rayon (r) de la lumiére

1=4.u.Q/nrd

Limitante élastique interne

. Enréponse

a une augmentation de débit
donc de vitesse,

donc de "Wall Shear Stress”

. Les artéres se dilatent, (FMD) pour
' normaliser T

Augmentation du diametre vasculaire |

En effet, une artére désendothélialisée ne régmnsiaux variations des forces de
cisaillement[83]. Il a été mis en évidence que la diminution des contraintes de cisaillement
endot h®l i ales induisait wun r et actioddedlieaméte, o0i s s a
et une altération des propriétés élastiques par diminution de son contenu en [8&as8b¢
Au contraire, une augmentation des contrain
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sécrétion de facteurs de croissance et une hypertr@djelLes contraintes de cisaillement
agissent directement sur la membrane plasmgqued ot h®I i al e ~ | 0i nter f &
deux moyens.

Le premier est une stimulation doéun site
seconds messagers biochimiques/électrophysiolologiques.

Le second est la stimulation de différentsssiteliés au cytosquelette. Ce phénoméne

est appelé mécanotransduction.

2.7.4Mécanismes biomoléculaires sossndus

Les cellules endothéliales agissent comme une interface de détection pour la
transduction des forces hydrodynamiques. Des études sufjggue les intégrines, le
récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF))(H&s canaux
ioniques, les récepteurs couplés aux protéines G, ainsi que des molécules d'adhérence telles
gue la molécule d'adhésion cellulaire des cedl@irdothéliales des plaquettes participent a la
détection de la contrainte de cisaillement par les cellules endothéliales. Plusieurs molécules
sont impliguées dans la détection de la force mécanique appliquée a la surface membranaire
des cellules endothéles et suggérent que leurs imbrications orchestrent l'initiation des
réponses cellulaires (Figure 16).

Les contraintes de frictions tangentielles au débit sanguin vont étirer les cellules
endot h®l i al es et entra’ " ner | Gaala wanseriptiom dei on d
| ARN messager d e [8Ti&0]. INERISte des canbux maelsdtifs aux
contraintes de cisaillement a la surface de la membrane plasmique des cellules endothéliales
dont |l 6activit® est proportionnelle 7 | 6i ni
maxi mum dbéactivit® poul90].unlel vsadl aeguirt ddee 2cOa ndayu

type «inward rectifying K channels qui entrainent une hyperpolarisation de la cellule
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responsabl e déun gradient ®|l ectrochimique qgu
calciques voltagedépendantf91]. Il a été démontré que la libération de NO était dépendante

de ces canaux potassique calcium dépend@2}s

Figure 16.Réponses des cellules endothéliales aux contraintes de cisaillenjési.

PI3KIAkt
Flk 1
SOS
KK
Proliferation
Integnns
FAK —-> Src Apoptosis
Catt Transcription Factors Miarati
| lon Channels—yK? ' PKC ¥ N 'gration
Shear Stress —}(I K Gene Expression |
| Permeability
) NO,
GPCR/G-protein—» ROS MAPKs Alignment
’ Mechanical Properties
PECAM-1— SHP2 J
Rho GTPases

|
* Membrane Lipid Bilayer

Mécanosensibilité induite par la contrainte de cisaillement et la signalisation intracellulaire

menant a la modulation de I'expression des genes et des fermihdaires

Pl us sp®cifiquement dans | es conditions
tumoraux pathologiques sont caractérisés par un remodelage phénotypique leur conférant une
spécification de type artérielle. Les marqueurs de spécificitfialle tels que Notch,
éphrine B2 ou neuropiling sont retrouvés a la surface des cellules endothéliales tumorales.
Certains suggeéerent que des modifications de débit sanguin local et de pression interstitielle
pourraient °tr e “ssidn phenmoiypiguéede Il adéxé dénmontrélams ua X pr e

mod | e débembryogen se que | d6dinversion du f|

supprime | 6expression de certains marqueurs
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De plus, il a été démontré dans un modele de CHC génétique murin exprimant
| 6antidg ®& B0 sous | e contrlle du promoteur
de spécificité artérielle tels que Notdhétaient surexprimés dans les sinusoides selon une
cinétigue superposable a la cancérogef@sfe Ainsi, les changements phénotypiques acquis
au cour s d ee sérdeatnrgspangpldes de modifications hémodynamiques

inductibles par la masse tumorale et donc du remodelage vasculaire.
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28Moyens do®tudes

Afin doé®valuer | es forces de <cisaill ement
ddéoavoir a cétre wscutaite etdd la mitesse sanguine instantanée. |l existe
essentiell ement deux moyens doéi mageri e no
informations:. | 6 ®c hographie Doppler et | 6l RM v®Il oci

77



2.8.1 Echographie Doppler

L6®chographi e Doppler est une m®t hode dbo
clinique bas®e sur | o6utilisation des wultraso
de la seconde guerre mondiale pour la localisation desnsaus i ns ,r alp®@h 0sgd e s
ensuite développée dans le milieu médical avec de nombreuses applications dans les
domai nes de | 6obst ®t ri gwe,sc uleai I a physde |l d

L

(@)}

®chographie bidimensionnell e ab5&®apatrdeni ti al

o

anal yse des masses [98]bApgigué ausysterse vastukime, ellea f e |
permet une analyse morphologique de la paroi des artéres (artériosclér@sanef sténose,

t hrombose) . Le principe est cel ui de | 6®mi
milieux de densité liquidienne puis qui réfléchit une partie de son énergie a chaque interface
traversée. La réflexion de cette onde ultrasonore pramhé onde de moindre puissance en

sens inverse. Le d®I ai entre | 6®mi ssion de |
r ®f | ®chi e per met doextraire des informati on:

profondeur. Ces informationpeuvent alors étre traduites en niveaux de gris avec une

i nformati on qualitative (nature de | 6i nt er |
| 6i nterface par rapport ° |l a source ®mettric
LoO®chographie est ainsi, anee raicédenst ® do

utilisation de rayon ionisant ni injection de produit de contraste dans ses conditions

habituell es doutilisation. En outre, el | e
| Gutilisation de sonde s frggeencese Enfina dut fait [dedsomi s s i
caract re non irradiant, el l e autorise | 6apj

structure per mettant do®t udi er son ®vol ut i
caractéristique a permis de déveloplped ® c h 0 g r a ple DeppldDd étytipes @données

cin®tiques iIissues dbébun corps en mouvement .
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Doppler en observant | es changements de coul
sOapprocheahtodesb®| degne. Loeffet Doppler a
du mouvement des parois et des valves cardi e
1959 [97] par Shigeo Satomura. Les développements des deux méthodes combinées pour

| 6expl oration vascul aire ont -BB.® LecDopplseri d ®r ab
vasculaire permet une analyse hémodynamique des écoulements dans les artéres, in situ, en
regard des | ®si ons, comme en avdéchangemenn d o ®\
de fr®quence dobéune sour ce dice@tnederragisteetilds®Bpl ac
possible doében d®duire |l a vitesse de d®pl ac
doul trasons ®mi s par une source rencontre un
est identique a la fréquence émise. Lorslzueible se déplace, la fréquence réfléchie est

di ff®rente de | a fr®quence ®mi se. Cette diff
fr®qguence de r®ception ( FFigure $406 Siges &dquemces|l a f r

doé®mi ssi ocenxieotn de nit ®feln  MH z&dire ldans laegamneesdés sdnglz ¢ 6

audi bl es par ;I sufitdenc delmettreren s@dei un amplificateur audio pour

entendre le son Doppld®8]. Ainsi , | 6ef fet doppl er per met

hématiesdang n vai sseau. La fr®quence doppler e&F s
C&BAIO

w0 &0 &A z

iFe : fr®quence dem®zani ssion de | a sonde
T Fr: fréquence de réception de la sqreteHz;
T V : vitesse des éléements figurés dans le vaissgaom/s

id : angle entre | 6axe du vaisseau et
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T C : vitesse moyenne des ultrasons dans le corps humain (1 540 m/s) ;

La fr®quence do®mi ssion est en g®n®r al C
fr®quence r®@@mMit €siddbnun compromi s entre | o0at
(fonction de | a fr®quence et de | a profondedu

organes qui croit avec la fréquence (en fait selénléiede Rayleigh).

Figur e 14 .échuggaphieddppler899

Effet Doppler, eémission continue

f-fz2fveozs® /¢
v : vitesses du sang
c : vitesse de pro ion
des ultrasons (21540m/s)
(f et ' en MHz)
(f=f'en kHz « gamme des frequences audibles =)

Determination
- sens de I"écoulement par rapporta la sonde

Le d®vel oppement du Doppl er pul s® a pern
st r uc intérétea umedbdprofondeur donnée. La possibilité de coupler le Doppler a
| 6®chographie simultan®ment a permis de d®t
termes de miniaturisation, de calcul et de mémoire de stockage immédiat ont ensuite permis

d

(@)}

efrtquasi- i nstantan®ment | 6i nf ormati on Doppl

d

(@)}

exploration ®chographiqgue gr©ce aux Ppossi
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ondes ultrasonores (systéeme multiportes multilignas)e image des déplacements des
élérments figurés du sang dans les vaisseaux, du signal doppler codé en couleur est ensuite
superpos®e -~ | 6i mage ®chographique Dbidi me
vi sual i s®es ~ | 6 ®cr an, I est p o resdirdulene  d 6 ap
une fen°tre de Doppler pul s® pour enregistre

spectrale du signal pour ensuite mesurer un trés grand nombre de parametres circulatoires.

Pour anal yser | 6ensembl e undwisseaw, iort etiBss e s c
| 6anal yse spectrale, qgui exprime graphi que me
signal doppler. é | 0ensemble des h®maties dod

fréquences Doppler appelé spectre de fréquencésanal yse du spectre e

possible par | 6utilisation doéune Transfor m®e
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2.8.2 IRM vélocimétrique par contraste de phase

LOi mageri e par r®sonance magn®ti que (IR
irradiante décré initialemert en 1946 et qui utilise une propriété caractéristique des éléments
contenant un nombre impair de nucléons (protons et neutrons du noyau) chargé positivement.
Ces éléments ont des propriétés magnétiques liées a la rotation snérkede la particule
(lespin). L6I RM ®tudie |l es modifications de |
substance soumise a un champ magnétique statique fixe éleveén(B8sla En présence de
ce champ magn®tique, tous | es at ocedemieretbor i er

tournent sur leur axe avec une fréquence angulaimed/9 :

O% o0 est |l e rapport gyr osmaMHnT®sld que pr o

Léoapplication dbéune onde de radiofr®quence
permetuntrasf ert doOo®nergie perturbant [ 6®quil i br ¢
retour 7 |1 06®quilibre dbébun atome ainsi en r ot

aimantation avec une composante douliie relaxation longitudinale et relaiat

transversale T1 et T2. Ces deux types de relaxat
®l ectriqgue mesurable. Plus pr®ci s®ment, <coOes
coOest gr ©ce ° une transf or m® eobtedireuneFimage i er [
compr ®hensi ble par | 67Til humain.

Les param tres du T1 et du T2 wvont °tre
fonction de la concentration de proton, de la température, de la concentration en oxygene, ou
du flux sanguin permettd une caractérisation tissulaire. Il existe différentes séquences IRM

permettant doébobtenir des i nfor matsi océsleesrior pho
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d®crivant une fonction doéun tissu. P aer:mi |l es
la diffusion, |l a perfusi on, |l a spectroscopi
encore | 6angiographie par r®sonance magn®ti g
Léoangiographie par r®sonance magn®tiqgue pe.l

1.Par I nj eprdaduitode caotrastedno n t on suit | 6 ®v ol

circulation sanguine

2.Sans injection, en exploitant l es ph®
vaisseau.

Ainsi, | 6angi ographie en contraste de ph
mobiles en fonction delewri t esse de d®pl acement l e | ong
linéaire bipolaire Figure 15) . Les i mages sont acquises avec
vitesses choi si par | 6utilisateur pour ident
déplacentLor s de | 6application du premier | obe du

d®phasage d®pendant dd99].l eAve@obkoappihi csatri olnc
gradi ent (Gdi) , de m°me intensit® et dur ®e
protons stationnaires est annulé alors que celui des protons en mouvieemé\ient
proportionnel a leur vitesse de déplacement.

Dj = gGVT?

ou

gcorrespond au r apmpMHETeslagyr omagn®t i que

- G correspond 7 | Gamigsldmt ude du gradi ent ,
-V correspond © leram/svi tesse des protons
- T correspond au temps dénamppl i cation dour
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Figure 15. Représentation scématique du principe de la vélocimétrie par contraste

de phase en IRM[99]

== =0=0==0
e e (5

La transfor mPe de Four i er: unk onformatiort sur2 t yp

| 6amplitude du signal (i magerie en magnitud:
phase). LO6i mager iaduit ganunemaage morphalogiquEigere 16y

L6i magerie des flux en contraste de phase dt
d®bits sanguins. Le plan doéacquisition doit
se dirigeantvers 6 ex ami nat eur sont cod®s en noir, ceu
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Figure 16. | RM en contr ast e (APpavet uardifeatiahans | 0
des flux[99].

(a) i mage en magnitude, anat omi;dpmageem coup

contraste de phase.
Lesl i mi tes de cette techniqgue concernent | e
déphasages intao x el s et doune perte de signal au

bifurcations ou de sténoses. Il est nécessaire de réaliser une synchronisatiaqueardi

simultan®e | ors de ces s®quences, soit 7 | O
de poul s. En effet | a dur®e doéacquisition de
cardiaque. LOIRM synchroni s®enaveaece Isdasyguhe

chaque par testemregibtece Audmémearpraent du cycle cardi@@ije Une autre
di fficult® de | 6l RM en contraste de phase es
patient qui peuvent perturber la quantification des flux. Il est donc néeedsaaontrbler le

mouvement respiratoire du patient soit 7 |6

a)

contrble au niveau du diaphragme qui va détecter la différence de contraste entre le foie et
| 6air des poumons af i alacspirasog dugatiend Erifirg gour lal a s «
pr ®ci sion des mesures, |l 6acquisition doit °t

flux.
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Cette imagerie de quantification des flux a été appliquée aux valves cardiaques, aux
vaisseaux cérébrauau tronc porte etwux artéres hépatiques, et au flux de liquide céphalo

rachidien intracraniefl00i 105].
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2.9Hypothese de travail

Un besoin de <crit res fonctionnels do®val.l
tumorale apparait pour différents modeles de néoangiogenese tumorale et non tumorale. Ces
crittes f onctionnels doé®val udeld devocnteresimorghelogigues Vv i d
et qualitatifs de rehaussement en imagerie en coupe afin de renseigner sur la dynamique

do®volutivit® doébune | ®sion n®opl asique.

La relation qui lie le débit sanguilocal a la pression de perfusion et la résistance
h®&modynami que | ocale sodéapplique dans tous | e
se divise en artéres de calibre de plus en plus petit mais la surface cumulée de section du
systeme augmente m@ement. Comme le systéme artériel est trés peu résistif, la pression de
perfusion reste | a pression art®rielle j us
correspond une partition du débit dans les différentes branches collatérales et la résistance

hémodynami que art®riolaire sbébexerFigmelde tout e

pfl 62 O pfl 2 E1
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Figure 17. La pression de perfusion ( oP) de

haute pression[59].

Fonctions d'entrec l Fonctions de sortic |

FAM
@c = Fc.VES
dorte _J
Rhez Q2 Colon ascendant
Rh & QI]
@ Péritoine viseéral | .]
Artére LA J
mun‘i‘erlque Jéjunum |
supéricure

T Colon descendant | _J

Rh1Q1 : &
e Rh @ n Ileon J

1/RST = X1, [1/Rhn]

RS (s et @
Le débit sanguin se partage et les pertes de charges sont égales
La néo angiogenése consiste en la créatmmovod 6 un ar bre vascul ai

vaisseaux préexistants. Cet arbre vasculaire néoformé posséde des caractéristiques propres qui

dif f rent du r ®s eau mi cro vascul aire physi o

artériolovei nul aire directes et déune per m®abil it
concourent N la diminution de | a r(Rsdest ance
| 6arbre vasculaire de | 6organe 0% sbéest gref

loi de Poiseuille, la résistance hydraulique dépend de la longueur du vaisseau (L) qui est

constante, de la viscosité du saeigdu diametre (R) du réau capillaire considéré. Donc si le
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diametre global du lit vasculaire augmente, les résistances périphériques chutent de maniere

importante.
Afin de maintenir | e didteé tp awer ppeerfmeti tome

son fonctionnement nor mal et ddébassurer | a v

débaugmenter l e d®bit s a n gtu@) alordcue la prdsfioa de 1 e

perfusion reste plus ou moins constafg (

CA
CR
00
<
@)

Or, cette augmentation du débit dans une canalisation dont le diametre $hitiak{e

identique en | 6absence dpassea méoessdirerheatgpar uer t ®-r

augmentation des vitesses circulatoinds (

<>
<:
<>

Léoaugmentati on des Vitesses circul atoir e

| 6i nterface sang/ endot h@®dagunre. dCeuntee satuignmuelnata

du NO endothéliale avec phénomeénes de relaxation des cellules musculaires lisses de la média
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associés a des phénomeénes prolifératifs qui aboutissent a une vasodilatation ou remodelage
artériel abouti. Cette vasodilatati@orrait pour conséquence une augmentation de la tension
pari ®t al e qui est responsabl e déun r ®arrang
prolif®ration concourant ) une augmentation
contrainte circonfé@ntielle. Enfin cette augmentation de calibre vasculaire a pour objectif une

normalisation des forces de cisaillement par normalisation de la vitesse d'écoulement

sanguine.
LG 8
\4 y Z
Le d®bit deeel @dmrdgoannce acdapt ® ~ | dapparitio
coeéxdt re a augment ®. Cette augmentation a ®

transitoire pendant plusieurs semaines des vitesses circulatoires, aboutissant a un remodelage

artériel abouti.

L6hypot h se de travail est donc qguodi l €
| 6augmentati on des besoins m®taboliqgues doéun
pr ®ci s®ment , |l orsque | e r®seau vasculaire n

circulatoires et les forces de cisaillement sont augmentées dans le vaisseau nourricier afin
débaugmenter | e d®bit sangui n, tandis que | e
diameétre du vaisseau augmente avec un certain retard par rappogt@apansi on vasc
jusqubé”™ un ®tat doé®quilibre (remodel age expe
stable, quiescent ou contr6lé, le calibre du vaisseau est adapté, le débit se stabilise et les
vitesses circulatoires (donc les forces deadisl | e me n't appliqu®es " I

normalisées (diminuées). Enfin, lorsque le réseau vasculaire involue, le débit sanguin diminue
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entrainant la diminution des vitesses circulatoires et des forces de cisaillement. Le calibre du
vai sseau o unadraip tetard et diminue pour un retour a la normal du débit

sanguin, des vitesses et du calibre artériel (remodelage regresgifeé 18 & 19.
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Figure 18. Arbre vasculaire normal[59].

Art. nourricidre Réseau microvasculaire (RR) |
DanH ™ Bh = proportionnsd & ko densité mecrowasculare
= proportonned au tonus arhéree
VHesse o
Y Di=nédrs  Art. Vi
5 WEE (=
Bolonce opport artériel S réseou microvosculaire

R = Rdustonce hdmodynomigue kool

Artere afférentealimentant un réseau capillaire avec une résistance hydraulique (Rh) puis une
veine unique de drainage.

Figure 19. Néoangiogenése stable et progress[s8].

Méoangiogéndse MNéoangiogéndse
Malodie Stable Expansion Progressive du it vasculoire
Arf. nourriciére Rzl macrawasculine (R, | Art. nourricidre Rz microvasculaire (fh %
F F E
= WHesse F Vilesss _,_;:
.I"'\’ Dilammsdre m Dilmmedrs E
WEE P OWEE v
s
...... = g E.
wiods du NO P de -
e s remodelage
Remodelage des artéres nowrricidres: Diécalage. quekaues semaines mois)
Balance gpport artériel/réseou Déséquilibre apport artériel/réseau
microvasculaire microvasculzire

Bh = Résstonce Fdémodynomique locale

Dans une maladie stable le diamétre artériel est adapté a la chute des résistances imposées par
| 6 e x p antyvasaulaire.des vitegses et les contraintes de cisaillement sont normalisées et

l e d®bit est augment ®. Dans une mal adie prog
les vitesses, les débits et les contraintes de cisaillement sont augmentés.
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Au total, |l e niveau du d®bit sanguin dan:¢
«volume» du réseau micro vasculaire néoformé. Les forces de cisaillement et les vitesses
sanguines mesurées dans le vaisseau afférent seraient le reflet du dépddsatymamique
de survenue des ®v®nements ~ | 0®tage de | O0ar
avec trois états possiblesxpansion, stabilité ou régression. Le calibre du vaisseau nourricier
aff ®rent serai-t almtr sguia warpabmet tdrteaj agt @«

vitesses circulatoires a son débit tout en normalisant les forces de cisaillement.

Dans |l es mod |l es murins, l es moyens do®t
limités par la taille des vaisseaux does$ diameétres ne sont pas mesurables de maniére assez
précise et reproductible. Mais, dans ces modeéles on a acces a la vitesse circulatoire qui est
aussi l e refl et de | dexpansion par | 6 augmen

| 6 homme audiameétra duc/aisseau et aux vitesses circulatoires donc au débit et aux

forces de cisaill ement qui soéy appliquent
L6objectif de ce travail ®tait donc de v
réseaux vasculaires néoformédans un mo | e de tumeur h®pati que

génétique chez la souris, dans un modele greffe tumorglsedelomyxome péritonéal chez
| 6homme aecedede | 6ovaire chez | a souris et ¢

malformationartérioveineussuperficieled e | a f ace chez | 6 homme.
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3. PARTIE 2: CONTRIBUTIONS ORIGINALES
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Applications dans le Diagnostic et Suivi de 4 pathologies tumorales

3.1Carcinome hépatocellulaire chez la souris

Barral M, Raballand A, Dohan A, Soyer P, PocardBdnnin P. Preclinical Assessment of
the Efficacy of Antiangiogenic Therapies in Hepatocellular Carcinddgiteasound Med

Biol 2016;42:438-446.

3.11 Introduction
De nouvelles thérapies ciblées, en particulier des thérapies antiangiogépiuesnt

désormais étre utilisées pour offrir un traitement plus efficace sur le carcinome
hépatocellulaire[106]. Mais la nécessité d'une quantification de l'angiogenese devient
primordiale aec le développement de nouveaux outils permettant de surveiller la réponse
aux nouveaux médicaments antiangiogénig€¥]. Cependant, le réle du traitement
antiangiogénique dans le traitement du CHC est actuellement limité aux maladies au stade
avanc€[108, 109] Léopti on tpledieraligne paurn lep patientd ieéligible a
un traitement radical de r®section tumor al
vasculaire ou extension exta®p at i que) consi ste en | 6ad
chimiothérapie, le sorafenib. Lemfenib est un inhibiteur multikinase qui possede des
propri ® ®s antiprolif®ratives et antiangi o
atteints de CHC avec une cirrhose compensée permet une augmentation de 37% de la
survie globale (équivaléra un gain de 2 a 3 mois de vj@l0]. Cependant, ce traitement
est colteux et a des effets secondaires importants puisque 30% des patients doivent arréter
leur traitement110]. La sélection du patient répondeur est donc un enjeu majeur pour
améliorer les performances du traitement et éviter les effets secondaires inutiles chez les

patients qui ne bénéficieront pas dutaaient111].
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Concernant la surveillance du CHC, l'imagerie non invasive telle que I''RM avec
injection multiphasique de chélate de gadolinium et la TDM sont désormais considérés
comme un standard de référence dans I'évaluation demleutuet de la réponse aux
traitements antiangiogéniquisl2i 117]. En effet, | 6®val uation d
chimiothérapie systémique en oncologie est actuellebesee sur les criteres RECIST 1.1
[35]. Les criteres RECIST 1.1 incluent uniquement des criteres morphologiques (nombre e
taille des Iésions) et ne prennent pas en compte les modifications vasculaires induites par
de nouvelles thérapies ciblées telles que les traitements antiangiogédifi@esPlus
recemment, les nouveaux criteres REGI8adifies et EASL (Association européenne
pour I'étude du foie) incluent les modifications de la prise de contraste au cours de la phase
artérielle [119, 120] Par conséquent, pour évaluer le bénéfice clinique potentiel des
nouveaux taitements, des outils d'imagerie fiables et robustes doivent d'abord étre testés
lors d'études précliniques utilisant différents modeles animaux.

Nous avons ®tudi ® | 6 a ctumosale teRertaimes m@énuges o0 g ® r
utilisées dans le titement du CHC humain sur un modéle murin de CHC, qui présente une
forte croissance tumorale et un potentiel angiogénique §l@1#123]. Dans ce modele,
coOest tout l e foie qui est | 6obj et doune
parties ou nodul es t umous avans pré&cédemment déterenmé | 6 h
la croissance tumorale et le potentiel angiogénique élevé de la tumeur du foie développée
dans ce modele en utilisant & plusieurs reprises une échographie Doppler. Il a ensuite été
prouvé dans ce modeéle que les mesuresotiume hépatique et des vitesses sanguines dans
| 6art re h®patique moyenn®e dans | e temps
reproductible, et non invasif de suivi de la croissance tumorale et de la néoangiogenéese
[121, 122, 124]

Le but de la présente étude était donc double :
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1. Premi rement, ®val uer |l e potenti el de
surveiller la néovascularisation tumorale dans le modéle murin de CHC.

2. Deuxiemement, établir un protocole fiable et reprodietipour surveiller la
réponse tumorale a un traitement antiangiogénique, consécutive a I'administration

de deux traitements : le bevacizumab et le sorafenib.

3.12 Résultat et conclusion

Dans cette étude, nous avons constaté que le volume du foie masé@ohqgraphie et
|l es vitesses mo y e n n e augmenéaiergde mahiare significativehe®p at i
suivaient la progression du stade de la maldgirece qui concerne les effets des traitements
antiangiogéniques chez les souris AB\Mransgéniques, nous avonsistaté que le sorafenib
était supérieur au bevacizumab pour ralentir I'angiogenése et la progression du volume du foie.
Dans ce modéle de CHC murin, le bevacizumab n'a démontré aucune efficacité. Ces résultats
refletent ceux observés dans les essais d@sgdans lesquels le sorafenib est préféré au
bevacizumab dans le traitement du CHC avdh2e, 125] De plus, il a été démontré que la
progression tumorale des souris AB\Etait principalement sous la gouvernance du PIGF et
gue la contribution du VEGF était néghiable [116]. Le sorafenib est un inhibiteur de
multikinase ayant des effets antiprolifératifs et antiangiogéniques. Ces effets semblent
prédominants chez les souris ABY ce qui pourrait expliquer l'efficacité de cette molécule
surladi mi nuti on du volume du foie et sur |l es
h®patiqgue et | e tronc ciliaque.

Les résultats de notre étude suggerent que la mesure les vitesses sanguines moyennes
mesur ®es dans | e tronc c ktlla megueedu wlame d®foid o gr a
pourraient étre considérées comme des outils précieux pour surveiller la progression tumorale

et I angiogen se au c paur ésalued &g sffeta de npuveRux!| i n i

médicaments antiangiogéniques. Le protecold 6 ®v al uati on des ef fet:
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anti-tumoraux utilisant la souris transgéniques ABV e t | 6®c hographie Dop
au cours de la croissance tumorale est maintenant utilisé dans le laboratoire pour faire la

preuve de hodvedutcandidatsedic@nentseen phase préclinique.
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Abstract—Diffuse hepatocellular carcinoma (HCC) is a complex affliction in which comorbidities can bias global
outcome of cancer therapy. Better methods are thus warranted to directly assess effects of therapy on tumor
angiogenesis and growth. As tumor angiogenesis is invariably associated with changes in local blood flow, we as-
sessed the utility of ultrasound imaging in evaluation of the efficacy of anti-angiogenic therapy in a spontaneous
transgenic mouse model of HCC. Blood flow velocities were measured monthly in the celiac trunk before and
after administration of sorafenib or bevacizumab at doses corresponding to those currently vsed in clinical prac-
tice. Concordant with clinical experience, sorafenib, but not bevacizumab, reduced microvascular density and
suppressed tumor growth relative to controls. Evolution of blood flow velocities correlated with microvascular
density and with the evolution of tumor size. Ultrasound imaging thus provides a useful non-invasive tool for pre-
clinical evaluation of new anti-angiogenic therapies for HCC. (E-mail: philippe.bonnin@aphp.fr) 2016
World Federation for Ultrasound in Medicine & Biology.

Key Words: Hepatocellular carcinoma, Murine model, Duplex Doppler ultrasound imaging, Anti-angiogenic drugs.

INTRODUCTION toward more powertful, targeted and better-tolerated oral
anti-tumor treatments. Since the introduction of sorafenib
into clinical practice, attempts made to develop more
effective first-line treatments as well as an effective
second-line treatment for HCC have not succeeded
(Peck-Radosavljevic 2014). The development of drug
treatments for HCC has been hampered in part by a
push to establish the diagnosis of HCC by non-invasive
imaging alone, without the requirement of liver biopsy
for histologic confirmation, and in part because death is
frequently caused by indirect complications rather than
by the tumor itself (Peck-Radosavljevic 2014).
Anti-angiogenic drugs now offer a treatment option
for a wide range of malignant tumors including HCC
(Al-Husein et al. 2012; El-Serag 2011; Forner et al.
2012). However, before new therapies are introduced in
humans, their efficacy must be tested in vivo in
preclinical studies. Accordingly, new tools are needed to
~ Address correspondence to: Philippe Bonnin, Service de Physio- monitor response to therapy and quantify tumor
logie Clinique—Explorations-Fonctionnelles, Hépital Lariboisiere, 2 . . i . . )
rue Ambroise Paré, 75010, Paris, France. E-mail: philippe.bonnin@ angiogenesis to evaluate new potential therapeutic targets
aphp.fr in preclinical models (Gritfin 2001: Sessa et al. 2008},

Liver cancer has traditionally been treated by surgery or
interventional locoregional ablative treatments, or, if
these options were not feasible, by best supportive care
(Al-Husein et al. 2012; El-Serag 2011; Fomer et al.
2012). Since 2008, systemic therapy with the
multikinase inhibitor sorafenib has become available
worldwide and has become the standard of care for
patients with hepatocellular carcinoma (HCC) that is
unresectable or beyond the reach of ablatherapy.
Soratenib increases the median overall survival time of
these individuals by approximately 3 mo (Al-Husein
et al. 2012; El-Serag 2011; Forner et al. 2012). Despite
this significant advance in the non-surgical/non-
interventional management of HCC, it is only a first step
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Tissue-specific expression of SV40 large Tantigen in
murine liver (anti-thrombin [II-SV40 T [ASV-B|) triggers
spontaneous and extensive growth of highly angiogenic
HCC (Dubois et al. 1991). This model offers the possibil-
ity to follow both progression and response to treatment of
HCC in the same animal. limiting the number of animals
required in each experimental group. Two-dimensional
(B-mode), color-coded and pulsed duplex Doppler ultra-
sound (US) measurements of liver volume and mean
blood flow velocities (mBFVs) in the hepatic tumor-
feeder artery have been used successfully to monitor tu-
mor growth and angiogenesis in ASV-B mice (Bergé
et al. 2010; Bonnin et al. 2007; Vincent et al. 2009).

Sorafenib has beenreported to significantly decrease
tumor perfusion and improve overall survival and is the
main currently approved anti-angiogenic drug used for
the treatment of HCC (Cheng et al. 2009: Fang et al.
2012: Frenette 2012; Llovet et al, 2008), Bevacizumab
has also been evaluated for the treatment of HCC with
a relatively lower rate of tumor response (IFang et al.
2012: Frenette 2012}, The goal of the present study was
to validate the use of ultrasound imaging (USI) to
monitor tumor growth and angiogenesis in the ASV-B
model of HCC treated with sorafenib or bevacizumab.

METHODS

Our study was approved by the ethics committee for
experimentation on animals at our institution (Study C75-
10-03). All animal experiments were performed under
general anesthesia according to French laws regarding
the treatment of experimental animals (Veterinary Health
and Animal Production, Ministry of Agriculture).

Transgenic mouse model

This study was performed with ASV-B transgenic
male mice., which spontaneously and systematically
develop well-differentiated HCC affecting the entire
liver, Hepatic targeting of the SV40 large T antigen is ob-
tained with a 700-base pair regulatory sequence from the
anti-thrombin III gene. As the transgene is inserted on the
Y chromosome, only males present with HCC lesions (at
100% penetrance) (Dubois et al. 1991). Non-transgenic
female littermates were matched for age and used as con-
trols. In this model, the development of HCC is systemat-
ically characterized by four chronologic stages: (i)
hyperplastic stage (4—12 wk) (Fig. la), (ii) nodular stage
(at 16 wk) (Fig. Ib), (iii) multiple and macronodular
(Fig. lc) stage and (iv) diffuse well-differentiated HCC
stage (after 20 wk) (Fig. 1d). Animals were sacrificed at
20 wk in compliance with the ethics committee guide-
lines of our institution. Livers were thus obtained at the
beginning of the diffuse stage of the disease for

immunofluorescence analysis. Liver sections were pre-
pared from all mice for all experiments.

Imaging protocol

Thirty ASV-B males and 10 ASV-B females under-
went US examination at 8 wk of age (Siemens Acuson
S3000, Siemens Healthcare, Erlangen, Germany)
including measurement of the echo-derived liver volume
using B-mode and measurement of mBFV in the celiac
trunk and superior mesenteric artery using Doppler US.
Echo-derived liver volume reflects tumor growth as the
oncogene was expressed in all hepatocytes, resulting in
HCC transformation of the entire liver. The mBFV in the
celiac trunk allowed monitoring of tumor angiogenesis,
as previously described (Bonnin et al. 2007y, The 40
mice were then assigned to four groups of 10 mice as fol-
lows: ASV-B untreated males, ASV-B males treated with
bevacizumab, ASV-B males treated with sorafenib and
ASV-B female littermates that served as control patients.

Drugs were administered to the treatment groups
from 8 wk of age (i.e., hyperplastic phase), and US exam-
inations were repeated monthly by the same operator un-
til 20 wk of age in all experimental groups. Bevacizumab
(5 mg/kg, Avastin, Roche, Basel, Switzerland) was in-
jected intraperitoneally twice a week. Sorafenib (60
mg/kg, Nexavar, Bayer Schering Pharma. Bergkamen,
Germany) was administered per os daily by gavage.
The mice were weighed before each drug administration
to adapt the treatment dose.

A 14-MHz probe (Siemens Healthcare, Erlangen,
Germany )was used for B-mode US including all liver diam-
eter measurements. Color Doppler mode (7.5 MHz) was
activated on an anterior longitudinal view of the abdomen
crossing the longitudinal axis of the aorta. The celiac trunk
and mesenteric arteries were then drawn and localized on
the screen by theircolor-coded blood flow. Spectralanalyses
of the Doppler signal recorded in the celiac trunk and supe-
rior mesenteric artery were successively acquired using a
7.5-MHz pulsed Doppler ultrasound frequency. The sample
volume was set at | mm?, and the low-velocity rejection at
(0.6 cm/s. The minimum detectable velocity was about |
cm/s, and the maximum was 120 cm/s.

Mice were anesthetized (2.5% 1soflurane in ambient
air) and their abdomens and flanks were shaved. US ex-
aminations were performed with the mouse in the left
lateral position to expose the liver. This position allowed
the probe to be placed on its side edge to prevent exces-
sive pressure on the abdomen of the animal. US examina-
tions were carried out on a heating mat maintained at
40°C to minimize hypothermia (Hoit et al. 2002).

B-Mode, color-coded and pulsed Doppler US siudy

As previously described (Bonnin et al. 2007), liver
volume was measured after setting the imaging depth at
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Fig. 1. Macroscopic views of the three different stages of tumor progression in the ASV-B mouse model of hepatocarci-
noma (HCC). (a) Macroscopic view at 8 wk of a ASV-B hyperplastic liver. (b) A hyperplastic liver at 12 wk. (¢) Multiple
macronodular stage at 16 wk, (d) Well-differentiated diffuse HCC at 20 wk.

2 or 3 cm depending on the enhancement of liver size: the
frame rate was 60 frames/s. The liver was first measured
in three planes: transverse diameter (D,), anteroposterior
(D,) diameters and height (H). For each animal and at
each time point of the protocol, the largest obtainable di-
ameters and height were retained (IFig. 2a—d). Echo-
derived liver volume was then calculated with the
formula

Liver volume = [w(D,-D,)/4]-H (nH

Color Doppler mode was then activated to identify
the celiac trunk and superior mesenteric artery. Pulsed
Doppler US was activated, and the pulsed Doppler sample
was placed on the longitudinal axis of each artery where it
emerges from the abdominal aorta. The Doppler sample
was consistently placed on each artery at a distance of
0.5 ¢cm from the aorta. The spatial flow profile was re-
corded for Doppler velocity waveform recordings over
2 s (Fig. 2e, f). Peak systolic, end-diastolic and spatial-
averaged-time-averaged mBFVs were measured after
correcting the angle between the longitudinal axis of
each vessel and the Doppler US beam. Because of the

anatomic orientation of both the celiac trunk and mesen-
teric artery in the abdominal cavity and of the position
of the probe on the anterior wall of the abdomen, the lon-
gitudinal axis of each artery studied was almost parallel to
the Doppler beam. Angle correction was then always infe-
rior to 30°. Each measurement was made three times by
one sonographer only, and the three values were averaged.
Before this study, the repeatability coetficient (RC) of
liver dimensions and mBFV measurements had been
investigated in 25 mice at different stages of the disease
(Bonnin et al. 2007) according to the formula:

R73:ZD,?/N 2)

where N is the sample size, and D; is the relative differ-
ences calculated in two series of paired measurements
separated by 30-min intervals (British Standards
Institution 1979).

The RC values for intra-observer repeatability were
75 wm for D, D,and H and 1.2 and 1.0 cm/s for mBFV in
the celiac trunk and superior mesenteric artery,
respectively.
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Fig. 2. Measurement of liver volume using a 14-MHz Ultrasound probe in bidimensional mode in the longitudinal (a, b)

and transverse (¢, d) planes. (e) Localization of the celiac trunk and the superior mesenteric artery using color Doppler

ultrasound in duplex mode. (f) Recording of the spectral analysis of the Doppler signal in the computed tomography
image acquired with pulsed Doppler.

Immunofluorescence staining

After sacrifice of animals at week 20, livers from the
untreated, bevacizumab-treated and sorafenib-treated
groups were obtained for immunofluorescence staining.
Livers were flash frozen in liquid nitrogen at 20 wk.
Livers were then sliced using a cryostat at —14°C. Liver
sections were fixed for 10 min in ice-cold 90% acetone
and maintained at —80°C until staining. Liver sections
were incubated 1 h at room temperature with 5% bovine
serum albumin—phosphate-buffered saline-Tween 0.1%
solution for blocking. Then, incubation of three sections
per liver with primary antibody against either CD31
(1/50) or Ki67 (1/50) was performed overnight at 4°C.
After being washed, liver sections were incubated with
the appropriate secondary antibody (1/200). Images
were captured and analyzed with a Zeiss Observer Z1 mi-
croscope (Zeiss, Oberkochen, Germany). Quantifications

were performed using Imagel] Version 1.49 software
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
Briefly, vessel number per field was calculated manually
on images (X40) on at least five fields/slide, and vascular
lumen area was quantified using the outlining tool posi-
tioned on vascular lumen limits and set up to measure
the area of each outlined lumen vessel. To assess Ki67-
positive surface staining, each image was modified after
the following steps: (i) modification into HSB stack, (ii)
setting of image brightness, (iii) selection of staining
threshold using color threshold with dark background
(same threshold applied to each image), and (iv) setup
of area fraction measurement. This process gave us the
fraction area stained for each image: at least five fields/
slide were used to obtain consistent results.

Tumor angiogenesis was assessed by staining for
CD31, a surface marker of endothelial cells, and
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subsequent evaluation of vessel numbers and vascular
lumen area per field. For CD31 staining, number of ves-
sels per field (at least five fields/slide) and vascular lumen
area were assessed. Tumor proliferation was assessed us-
ing Ki67 staining and was expressed as percentage of pos-
itive surface.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using R software
(http://www.r-project.org/). Data were expressed as
means * standard deviations. Echo-derived liver vol-
umes and mBFVs were compared using analysis of vari-
ance for repeated measurements considering mouse age
and treatment, after verification of the normal distribu-
tion of the samples using the Shapiro—Wilk test. Post
hoc paired or unpaired Student’s #-tests were used to
analyze differences in liver volume and mBFVs. Immu-
nofluorescence analysis results were compared using the
Wilcoxon test. Differences for US Doppler imaging
were taken into account only if the differences in abso-
lute value between two groups were twofold higher than
the RC values. All tests were considered significant
when p << 0.05.

RESULTS

Sorafenib, but not bevacizumab, inhibits HCC
progression in ASV-B mice

Although weights of untreated and bevacizumab-
treated ASV-B mice increased similarly between weeks
8 and 20 from 18.6 = 0.9 to 29.3 = 2.5 g (p < 0.0001)
and from 20.2 = 1.2 to 28.7 = 1.9 g (p << 0.0001), the
weights of sorafenib-treated ASV-B mice remained sta-
ble in the same time frame (20.5 = 1.7 g at week 8,
227 = 2.0 g at week 20).

Liver volumes estimated by USI suggested that most
of the increase in weight could be accounted for by an in-
crease in liver size. Liver volumes increased fivefold be-
tween weeks 8 and 20 without any significant difference
between untreated and bevacizumab-treated ASV-B mice
(from 1.31 = 0.32 and 1.51 = 0.21 em’ to 7.05 = 1.03
[p<<0.0001] and 7.11 = 0.93 cm’ [p < 0.0001], respec-
tively). In contrast, liver volumes of sorafenib-treated
mice remained stable until the 16th wk (1.50 = 0.4 to
1.75 = 0.34 cm3) and increased twofold between weeks
16 and 20 (1.50 = 0.4 to 2.95 = 1.02 cm®, p < 0.05)
(Fig. 3a). In the female control mice, liver volume re-
mained stable from 8 to 20 wk at 0.76 = 0.17 cm®,

In accordance with the evolution of liver size, sora-
fenib significantly inhibited tumor proliferation as
assessed by quantification of the percentage of Ki67-
positive mitotic nuclei in histologic sections of livers
from treated animals compared with transgenic controls.
By contrast, bevacizumab treatment did not significantly
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Fig. 3. (a) Echo-derived volume of the liver dramatically
increased from 8 to 20 wk in untreated or bevacizumab-
treated mice, although it remained stable in sorafenib-treated
mice. (b) Mean blood flow velocity (mBFV) measured in the ce-
liac trunk dramatically increased in untreated and bevacizumab-
treated mice, although it remained stable until 16 wk in
sorafenib-treated mice, then moderately increased at 20 wk.
(c) Mean BFV in the superior mesenteric artery remained stable
and did not differ between groups over time at weeks 8, 12, 16
and 20 in each group. ‘p < 0.001, non-treated versus
sorafenib-treated or bevacizumab-treated versus sorafenib-
treated transgenic mice. HCC = hepatocellular carcinoma.

affect proliferation. Sorafenib inhibited tumor cell prolif-
eration within HCC livers by =75% compared with un-
treated ASV-B controls (Fig. 4).
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Fig. 4. Ki67 immunostaining of the liver at 20 wk in control un-
treated mice (a), bevacizumab-treated mice (b) and sorafenib-
treated mice (c). No significant difference was observed
between untreated and bevacizumab-treated mice, but the per-
centage of positive Ki67 cells was considerably decreased in
sorafenib-treated mice versus untreated (***p << 0.001) and
bevacizumab-treated (**p << 0.01) mice (d). HCC = hepatocel-
lular carcinoma.

Sorafenib, but not bevacizumab, inhibits HCC
angiogenesis in ASV-B mice

Mean BFV measured in the celiac trunk increased
2.5-fold from 15.0 = 2.1 to 36.2 = 7.3 cm/s in untreated
male (p << 0.0001) and from 15.7 = 2.4 to 40.6 £ 6.8
cm/s (p << 0.0001) in bevacizumab-treated male mice be-
tween weeks 8 and 20. Conversely, in sorafenib-treated
ASV-B mice, mBFV measured in the celiac trunk re-
mained stable until week 16 (from 16.3 = 2.9 to 18.1

=+ 3.3 c/s) and reached 20.3 £ 4.5 cm/s at week 20
(p = 0.0007 vs. untreated and p << 0.0001 vs.
bevacizumab-treated mice) (Figs. 3b and 5). In female
mice, liver volume and mBFV remained stable (14.2 =
3.8 cmfs at week 8, 19.7 = 4.7 cm/s at week 20). As pre-
dicted and unlike the celiac trunk, there was no difference
between treatment groups in mBFV measured in the su-
perior mesenteric artery. Moreover, there was no signifi-
cant change over time (Iig. 3c).

In accordance with its known anti-angiogenic
effects, sorafenib induced a reduction in the number of
vessels compared with control or bevacizumab-treated
livers. No differences in vessel numbers were observed
between control and bevacizumab-treated livers. In addi-
tion, only sorafenib treatment induced a greater than 60%
decrease in vascular lumen areas compared with the con-
trol (Fig. 6).

DISCUSSION

Our study indicates that US, including B-mode,
color-coded, and pulsed duplex Doppler US modes,
together provide a robust tool to non-invasively monitor
effects of anti-angiogenic treatments on tumor progres-
sion and anti-angiogenesis over time in our genetically-
induced mouse model of HCC. US readings reliably
reveal suppression of tumor growth and angiogenesis
by sorafenib in a genetically induced mouse model of
HCC, as supported by a significant decrease in tumor
vessel density and tumor cell proliferation assessed in
histologic sections of livers harvested at the end of the
study. The results obtained parallel recent clinical experi-
ence with sorafenib treatment for HCC (Fang et al. 2012;
Frenette 2012).

We previously determined that measurements of
mBFV constitute a method for functional evaluation of
tumor vascularity in the same HCC model (Bonnin
et al. 2007). Stabilization of mBFV in the celiac trunk, up-
stream of the affected liver, provides indirect evidence for
the inhibition of vascular network progression in the he-
patic tumor, which is in turn coupled to tumor growth.
This assumption has been confirmed by histologic anal-
ysis in development of HCC (Bergé et al. 2010: Vincent
et al. 2009) as well as in liver metastasis (Eveno et al.
2012). Thus, in the absence of expansion of the vascular
network of the tumor, the hemodynamic resistance, blood
flow volume and mBFV in the artery that feeds this
vascular territory (i.e., celiac trunk) remain unchanged
in accordance with Poiseuille’s law. In an orthotopic mu-
rine model of pseudomyxoma peritonei, partly supplied
by the superior mesenteric artery, we previously found
that (i) the mBFV reached in the superior mesenteric ar-
tery upstream of the tumor correlated with peritoneal
tumor angiogenesis, (ii) normalization of tumor
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Fig. 5. Doppler velocity waveforms recorded in the celiac trunk in untreated, bevacizumab-treated and sorafenib-treated

mice. Mean blood flow velocity dramatically increased from the 8th to the 20th weeks in both untreated and bevacizumab-

treated mice, although it slightly increased between the 16th and 20th weeks only in the sorafenib-treated group, indirectly
illustrative of inhibition of tumor vascular network development under sorafenib. HCC = hepatocellular carcinoma.

vascularity by anti-angiogenic therapy. as assessed by
histologic analysis, correlated with stabilization of hemo-
dynamic parameters (Dohan et al. 2014). Thanks to
recent evolution in both hardware and software, high-
resolution US devices equipped with high-frequency
probes permit a spatial resolution down to 100 um that fa-
cilitates in vivo imaging of small animals. US imaging al-
lows easy and repeatable detection and monitoring of
morphologic changes by treatment in B-mode. In addi-
tion, color-coded and pulsed duplex Doppler US allow
functional analysis by assessment of changes in flow ve-
locity in the feeder vessels, which in our model reveal the
effects of anti-angiogenic treatments on tumor and endo-
thelial proliferation.

Our purpose was to establish a preclinical method
for the evaluation of anti-angiogenic or anti-
proliferative effects of therapy in protocols simulating
those currently used in clinical practice. Several animal
models of HCC have been developed using chemotoxic
agents, diet, grafting, and genetic modifications. Each
model has similarities with its human counterpart that
permit studies of specific aspects of HCC carcinogenesis,

such as the injury—fibrosis—malignancy continuum, the
development of steatohepatitis, the capability to metasta-
size and form satellite nodules or the ability to mimic
pathophysiologic and molecular features of HCC. In gen-
eral, transgenic models reflect the pathophysiologic
changes induced by the development of malignancy bet-
ter than orthotopic and heterotopic xenograft models (De
Minicis etal. 2013). We chose the ASV-B genetic model
of HCC because it reflects physiologic changes in hepatic
vascularization observed in humans, with a specific time
course from hyperplasia to diffuse well-differentiated
HCC and a fast and optimal rendering (100% of males
carrying the transgene develop HCC by 20 wk of age).
Previous studies on the ASV-B mouse model using the
same US method revealed the efficiency of new potential
therapeutic targets (small interfering RNAs, angiotensi-
nogen and neuropilin-1) that modulate survival and rates
of tumor growth and angiogenesis, but did not compare
these with existing therapies used in clinical routine
(Bergé et al. 2010, 2011).

We here assessed the anti-angiogenic effects of sor-
afenib and bevacizumab between 8 and 20 wk of age, a
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Fig. 6. CD31 immunostaining of the liver in control untreated mice (a), bevacizumab-treated mice (b), and sorafenib-
treated mice (¢) (top: X20, bottom: X40, white arrows indicate the presence of microvessels). Microvascular density eval-
uated by counting of the vessels per field (d) or calculation of the vascular lumen area (e) decreased considerably in the
sorafenib-treated compared with untreated or bevacizumab-treated mice, as assessed by the number of mluo\ essels or

vascular surface area. No difference was observed between untreated and bevacizumab-treated mice. (***
hepatocellular carcinoma.

*p < 0.05). HCC =

period covering all four stages of tumor progression
observed in the ASV-B model. Sorafenib induced a sub-
stantial reduction in the number of vessels compared
with no treatment or bevacizumabvers. This contrasts
previous reports indicating that bevacizumab can inhibit
human HCC progression in an orthotopic immunodefi-
cient mouse model (Finn et al. 2009). The difference
may reflect differences in dosing regiments or differences
in the mouse models used. The transgenic model used in
our study may have a more complex tumor microenviron-

ment that is more resistant to the highly selective anti-
angiogenic targeting provided by bevacizumab. We

indeed observed that tumor progression in ASV-B mice
is predominantly under the govermance of placental
growth factor and that the contribution of vascular

< 0.001,

endothelial growth factor is negligible (Raballand et al.,
unpublished observations). Differences between murine
and human vascular endothelial growth factor could
also explain the relative inefficacy of bevacizumab in
our study (Sitohy et al. 2012). Contrary to bevacizumab,
sorafenib is a multikinase inhibitor with anti-proliferative
and anti-angiogenic effects (Llovet et al. 2008:
Strumberg 2005) and may thus be more efficacious in
ASV-B mice because of its broad action.

CONCLUSIONS

Doppler US presents a non-invasive tool complemen-

tary to standard histopathologic methods for studies of
angiogenic modifications induced by

routinely used
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anti-angiogenic drugs in experimental models of HCC. Our
findings mimic results obtained in clinical trials using sor-
afenib and bevacizumab and may thus be considered as a
bench test for preclinical exploration of emerging anti-
angiogenic therapies. Further studies are required to vali-
date the use of this method in other experimental models,
notably with high tumor vascularity, and in clinical
oncology.
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3.21 Introduction

Le pseudomyxome péritonéal (PMP) ou maladie gélatineuse du péritoine est une
tumeur rare du p®ritoine doéorigine appendicu
une atteinte péritonéale diffysenucineuse et paucicellulaire. Le PMP souffre de
di fficult®s di agnostiques |l i ®es ) | 6abse
anatomopathologiques spécifiques et fiables. Son diagnostic repose sur un faisceau
d 6 ar g u me nbtolsgicerddidlogiques Le @itement chirurgical par cytoréduction
compléte et chimiothérapie hyperthermie intra péritonéale (CHIP) permet une
augmentation significative de |l a survie des
70%7[126]. Toutefois, la survie des patients dépend de la totalité de la résection, du grade
de | a tumeur et de | 60®t at g®n®r al du patie
maladie résiduelle macroscopique, la siys de traitement est débattue. Certains patients
ont une maladie agressive avec une récurrence précoce des symptomes (douleurs

abdominal es et d®nutrition), et devraient r
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patients sont atteints d'une maladie téement progressive avec une qualité de vie
conservée et des symptdbmes limiggss i  j ust i fi ent doéune surveil!/l
ndbexi ste aucun crit re <clinique, bi ol ogi que
 6acti vit ® dnguerfeMPMPagressifedesdnoimg agressifs. L'évaluation par
imagerie des patients atteints de PMP est basée sur un examen morphologique tel qu'une
TDM ou une IRM, mais il n'existe pas de criteres standardisés bien établis comme ceux
utilisés pour les tueurs solides.

Il a été démontré sur un modeéle de xénogreffe orthotopique de PMP sur souris
Nude q u e |l es vitesses moyennes dans | 6art re
mesurées par échographie Doppler étaient augmentées et que leur diminution était
corréle © | 6effet doun t(besacizumab@g2¥lt anti angi og®ni

Les objectifs des deustudes étaient d'évaluer chez les patients atteints de PMP
les perbr mances de | a mesure par ®chographi e D
circulatoires, des débits et des forces de cisaillement

1) En préopératoire afin derédire I'étendue et la résécabilité de la maladie

2) En postopératoirenez les patients awe une maladie résiduelle

macroscopique afin de pr®dire | 606®volution de

3.22 Résultats et conclusions

Ces deux études ont mis en évidence une augmentation significative des vitesses
circulatoires et des d®biet PMPamcsorirGRANR ded op
de la maladie. Par ailleurs, nous avons constaté en postopératoire chez les patients ayant
une résection chirurgicale incomplétpue la mesure de la vitesse et des forces de
cisaill ement aide ° di sRMPregtenemt pragressiPBhP agr es

effet, les patients ne présentant pas de maladie résiduelle ou une maladie lentement
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évolutive apres une chirurgie présentaient des vitessekes forces de cisaillement
normales par rapport aux témoins. Tandis que lesnativec une maladie progressive

un an apres la chirurgie, objectivée par la rechute clinique radiologique et biologique 6
moi s apr s | 6 e x ame,nvai@t tes yitessgs het @es fDroep pd e r
cisaillement plus élevées. Des forces de cisaillemegurées a plus de 12,1 dynes /

cmj et une Vvitesse moyenn e étaent@saines @ an mesur

moins bon pronostic chez les patients présentant une maladie résiduelle avec une

sensibilit® et une sp®ci f irees de ®isaileenentled 0 %. Lo6a
amont refl terait un remodel age art®ri el e X
actuali s®e du r ®seau vasculaire pathol ogique

art ®ri-adi r(ec 6leaugment at eloavec dour cahséquencd lae ar t ®
normalisation des forces de cisaillement reflétait la stabilité du PMP quel que soit le

niveau de débitEnfin, la mesure des forces de cisaillement est plus indicative sensible

et prédictive que celle du diametre interneld® ar t r e, du d®bit ou
circulatoires moyennes dans | 6AMS pour pr ®d
chirurgie.
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Abstract

Background: Pseudomyxoma peritonei (PMP) is a rare carcinomatosis limited to the peritoneal cavity, mainly supplied by the superior
mesenteric artery (SMA). The only curative treatment is cytoreductive surgery (CRS) associated with hyperthermic intraperitoneal chemo-
therapy. This study aimed to evaluate the ability of blood flow volume (BFV) recorded in the SMA using Doppler ultrasonography pre-
operatively to predict the extent and resectability of the disease and post-operatively to assess clinical outcome.

Methods: BFV was measured in the SMA of forty-nine patients before and the year following CRS. Patients were categorized in 3 groups
according to clinical and surgical outcomes: group-1 (n = 22): patient with completed CRS, group-2 (n = 16): incomplete resection with
slowly progressive disease (alive at 2 years without severe clinical symptoms), group-3 (n = 11): incomplete resection and with severe
clinical symptoms or dead within two years.

Results: Pre-operative mean SMA BFV was higher in group-2 (510 mL/min, p = 0.027) and in group-3 (572 mL/min, p = 0.004) than in
group-1 (378 mL/min). After surgery, BFV dropped to normal values (203 mL/min, p = 0.001) in group-1, and to 423 mL/min (p = 0.047)
in group-2. It remained elevated in group-3 (626 mL/min, p = 0.566). BFV allowed stratification of 1) resectability before CRS (group-2
and -3 vs group-1, area under the ROC curve: 0.794 [0.650—0.939]), and 2) non progression after incomplete CRS (group-3 vs group-2, area
under the ROC curve: 0.827 [0.565—1.00].

Conclusions: Pre-operative BFV in the SMA correlates with extent and resectability of PMP. After incomplete surgery, post-operative BFV
might aid in identifying patients who may benefit of post-operative therapy.

© 2017 Elsevier Ltd, BASO ~ The Association for Cancer Surgery, and the European Society of Surgical Oncology. All rights reserved.

Keywords: Pseudomyxoma peritonel; Cytoreductive surgery; Hyperthermic intraperitoneal chemotherapy: Doppler ultrasonography: Superior mesenteric
artery

Introduction that is characterized by diffuse intra-abdominal gelatinous
ascites." The only curative treatment for PMP consists of

Psendomyxoma peritonei (PMP) is a rare disease with a combination of cytoreductive surgery (CRS) with hyper-
an estimated incidence of one to two per million per year thermic intraperitoneal chemotherapy (HIPEC).> When

resection is complete, this treatment may achieve a

Mvear arrvival rate of TO6 4
# Corresponding author. Physiologie Clinique - Explorations- 20-year survival rate of .m'(". .
Fonctiomnelles, Hopital Lariboisiere, 2 rue Ambroise Paré, F-75475 Paris The World Health Organization (WHO) has recently

CEDEXI10, France. Fax: +33 (0)1 49 95 86 71. classified PMP into two pathological categories: low and
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high grade tumors. While some studies suggested that the
grade correlates with prognosis (overall S-year survival of
63% for low grade and 23% for high grade re-
spectively),'™ others have suggested that recurrence
and survival are quite variable for PMP of the same
grade.’

When complete surgical resection is not achievable,
therapeutic options are limited. Many oncologists propose
the same chemotherapy regimen as that used in colorectal
cancer: especially in case of high grade PMP.” Others
have suggested the use of anti-angiogenic agents, which
have conferred benefits in case studies.” However, clinical
outcome in PMP is not related to disease grade alone as
some patients with high grade disecase may have few
symptoms and live longer than those with lower grades
whose disease may be complicated by compression of
digestive structures and severe clinical symptoms leading
to death.® Low grade PMP is far more frequent than high
grade PMP (78 vs 22%, respectively), and among patients
with low grade PMP, those with slowly progressive dis-
ease will benefit of a therapeutic pause, while patients
with aggressive disease may benefit of a post-operative
chemotherapy and anti-angiogenic agents as high grade
PMP."?

To date, there are no clinical, biological or patholog-
ical criteria to assess the activity of PMP and to distin-
cuish between aggressive and less aggressive PMP.
Imaging evaluation of patients with PMP is based on
morphological examination such as computed tomogra-
phy or magnetic resonance imaging (MRI), but assess-
ment of progression or stability of the disease is
difficult as there are no standardized and not well-
established criteria as those used for solid tumors.'®
Numerous studies have demonstrated that Doppler ultra-
sonography (Doppler-US) of the arteries supplying the
alimentary tract is a reliable imaging modality to
monitor blood flow velocities (BFVels) or blood flow
volume (BFV) in inflammatory bowel disease and he-
patic malignancies.“i * Moreover, it has been sug-
gested that measurement of the BFVels or BFV in the
feeding artery upstream of the tumor vascular network
allows for the semi-quantitative analysis of the develop-
ment or the involution of tumor vasculature,'*'” Of
note, Dohan et al. have demonstrated that Doppler-US
of the superior mesenteric artery (SMA) can be used
to monitor tumor angiogenesis and response to antian-
giogenic therapy after CRS in an orthotopic murine
model of PMP.'

As blood flow is supplied to PMP mainly from the SMA,
we anticipated that the increased blood supply to the PMP
would be reflected in BFV in this vessel, which had never
been evaluated before. The objectives to the current study
were to evaluate the ability of BFV recorded in the SMA
by Doppler-US, 1) pre-operatively to predict the extent
and resectability of PMP and 2) post-operatively to assess
clinical outcome in patients with PMP.

Patients and methods
Patient cohort

After IRB approval, all patients gave their informed con-
sent to be enrolled in this prospective single center study,
from October 1st, 2011 to October 1st 2016. Patients
were included into the study when they were scheduled
to undergo surgical resection of PMP or after surgery.
The first step of the surgical procedure was a peritoneal
exploration with determination of the peritoneal carcinoma-
tosis index (PCI) followed by the decision to perform HI-
PEC.*'7 All patients had a pathological analysis with an
evaluation of the tumor grade according to the WHO
classification.”

The study population comprised 49 consecutive patients,
22 (45%) men and 27 (55%) women, with a mean age of 57
[26—87] years (mean [min—max]). Among these 49 pa-
tients. 41 (82%) had SMA BFV measurement during the
month (mean: 1.3 months) before the CRS, and 30 (60%)
within the 6—12 months following surgery (10.1
[6.1—11.9] months). Twenty two (45%) patients had
Doppler-US examination before and after surgery, 19
(39%) only before surgery, 8 (16%) only during follow-
up. A group of 14 healthy patients was constituted as a con-
trol group to determine the normal values of SMA BFV
(Fig. 1).

Classification of patients according to clinical
outcome

Patients were distributed into 3 groups according to their
clinical and surgical outcome as follows. Completeness of
resection was graded according to Sugarbaker’s complete
cytoreduction (CCR) score as follows: CCRO: no residual
tumor; CCR1: residual tumor < 0.25 c¢m; CCR2: residual
tumor between 0.25 and 2.5 cm: CCR3: residual
tumor > 2.5 ¢cm.”

- Group-1: patients with complete resection (CCRO or
CCRI1 score), HIPEC and absence of recurrence within
two years after surgery or at last follow-up (n = 22,
among them, 6 patients had SMA BFV measurements
before and after surgery);

Group-2: patients with incomplete resection (CCR2 or
CCR3 score) with slowly progressive disease: alive 2
years after surgery or at last during follow-up without
severe clinical symptoms (performance status = 0 or
1). (n = 16, among them, 11 patients had SMA BFV
measurements before and after surgery);

Group-3: patients with incomplete resection (CCR2 or
CCR3 score) with severe active progressive disease:
dead within 2 years after surgery or with severe clinical
symptoms (performance status >1), (n = 11, among
them, 5 patients had SMA BFV measurements before
and after surgery).
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Figure 1. Flow chart of patient enrolled in the study. SMA BFV indicates superior mesenteric artery blood flow volumes, CRS, cytoreductive surgery, HIPEC,

hyperthermic intra peritoneal chemotherapy.

Superior mesenteric artery ultrasound imaging

The sonographer was blinded to the clinical and radio-
logical status of each patient: the surgeon and the radiolo-
gist were blinded to the SMA BFV. The SMA BFV was
not included as an element of the surgical decision or as
an element of the follow-up.

Doppler-US was performed at rest in patients in 457
seat-position after an overnight fast using an ultrasound
scanner (Acuson SZ()[)()‘E, Siemens, Erlangen, Germany)
equipped with a curvilinear transducer type CH4-1 (6-
4 MHz) as previously described.'’ The SMA was studied
in its long axis in the sagittal plan. M-mode was activated
for measurement of inner diameters. Pulsed Doppler was
activated for blood flow velocity (BFVel) waveforms acqui-
sition 2—3 cm after the SMA origin. Great attention was
given to angle correction application in order to record ac-
curate velocities. Spatial-average-time-average BFVel was
calculated from the spectral analysis of the Doppler signal
by integrating the area under instantaneous mean velocity
curve. BFV was calculated using the following formula:
BFV = [(BFVel 0.60). (7. (D/2)%)], where BFV is the blood
flow volume in mL/min, BFVel is the spatial-averaged-
time-averaged mean blood flow velocity in cm/s, and D
the SMA diameter in cm. For each patient, BFV was
measured five times during quiet breathing and averaged.

Accuracy of the superior mesenteric artery blood flow
volume measurement

Repeatability of SMA diameter, BFVel and BFV mea-
surements was investigated in the controls through the
calculation of the repeatability coefficient (RC) (British
Standards Institution Precision of Test Method)."”® Two

series of paired measurements separated by 2 min interval
performed by the same investigator were compared accord-
ing to the formula: RC? = EDi*/N, where N is the sample,
Di is the relative (positive or negative) differences within
each pair of measures. This coefficient is the standard devi-
ation of the estimated difference between two repeated
measurements. The RC values for intra-observer repeat-
ability were 0.05 mm for the inner diameter, 0.4 cm/s for
the spatial-average—time-average mean blood flow velocity
and 5.0 mL/min for the BFV.

Blood tests

All patients had carcinoembryonic antigen (CEA) serum
level measurement before and after surgery. For the 13 pa-
tients who were included after surgery, pre-operative CEA
was collected retrospectively. Carbohydrate antigen CA125
and CA19-9 were not routinely collected and not available
for all patients.

Statistical analvsis

Continuous variables are reported as mean [min—max].
The Gaussian distribution of the continuous variables was
assessed using the Shapiro—Wilk test. Survival curves in
the 3 groups were estimated according to the Kaplan—Me-
ier method. Comparisons between the survivals of the
different groups were performed using the Log-rank test.
Categorical data were analyzed using the Chi-squared test
or Fischer’s exact test when appropriate, whereas differ-
ences in continuous variables (SMA BFV, and CEA serum
level) before and after CRS, according to the patients
groups were analyzed with a two-way ANOVA with post-
hoc Bonferroni correction and paired or unpaired Student
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t-test. For the 22 patients with both pre- and post-operative
value of SMA BFV, an ANOVA for repeated measurements
was performed between pre- and post-operative values with
patients groups as between-subjects factor. A polynomial
regression was calculated between the pre-operative SMA
BFV and the PCI. A receiver operating characteristics
(ROC) curve of pre- or post-surgical BFV was built and a
cut-off value was calculated to discriminate 1) between pa-
tients who benefited from completeness of resection from
the others or 2) between patients who had severe active pro-
gressive disease (group-3) from those with slowly progres-
sive disease (group-2). Areas under curves (AUC) were
calculated. Sensitivity and specificity obtained with the
respective cut-off BFV values were calculated (MedCal®
Software, Mariakerke, Belgium). P values < (.05 were
considered significant.

Results
Survival

Overall survival was higher in group 1 than in group 2
(p = 0.003), in group-1 than in group-3 (p < 0.001) and
in group-2 compared to group-3 (p = 0.021) (Fig. 2). There
was no difference in age, sex ratio and low/high grade ratio
between the three groups. PCI were different between
group-1 (16 [0—39]) vs group-2 (31 [20—39], p < 0.001)
and group-3 (33 [23—39] vs group-1, p < 0.001). There
was no difference in PCI between group-2 and group-3
(p = 0.453). Affected areas counts were also different be-
tween group-1 (7 [1—13]), group-2 (12 [9—13], p = 0.002)

1.0 1

_— p=0,003

& 08

E p<0,001

8 0.6

2

B p=0,021

=

8 04

:

E 0.2 | — Group-1
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Figure 2. Survival curves in the three different groups of patients. Patients
with completed CRS and HIPEC (group-1) were alive after 2 years. Sur-
vival of patients with uncompleted CRS and progressive PMP was lower
than group-1 (group-3 vs group-1, p < 0.001), and survival of patients
with uncompleted CRS and slowly progressive PMP was also slower
than group-1 (group-2 vs group-1, p = 0.003). Survival was higher in
group-2 compared to group-3 (p = 0.021).

and group-3 (13 [12—13], p < 0.001 vs group-1), without
any difference between group-2 and group-3 (p = 0.270).
Patients” characteristics are summarized in Table 1.

Pre-operative blood flow volume measurements

Before surgery, BFV in the SMA was lower in group-1
than in group-2 (378 [220—779], vs 510 [338—840] mL/
min respectively: p = 0.027) and that in group-3 patients
(572 [265—889] mL/min, p < 0.001, Table 1). No differ-
ence was observed in baseline BFV between group-2 and
group-3 patients (p = 0.388) (Fig. 3a). We found a polyno-
mial regression between the baselines BFV and PCI
(R = 0.65, p < 0.001, Fig. 3b). There was no difference
in baseline BFV between patients with high histological
grade (488 [225—775] mL/min) and patients with low
grade (434 [220—889] mL/min, p = 0.429).

A ROC curve showed the ability of pre-operative BFV
to distinguish resectable (group-1) from unresectable
PMP (groups-2 and -3). The area under the curve (AUC)
was 0.794 [95%CI: 0.650—0.932]. A pre-operative BFV
=450 mL min "' vielded a sensitivity of 68.2% and a spec-
ificity of 78.9% for predicting incomplete resection (group-
2 or -3) (Fig. 4a).

Post-surgical blood flow volume measurements

In group-1, BFV in the SMA dropped from 378
[200—779] to 214 [150—265] mL/min (p = 0.001) after
surgery reaching values of healthy controls (236
[179—309] mL/min, p = 0.091). In the group-2 the BFV
decreased from 510 [338—840] to 406 [265—630] mL/
min, (p = 0.026). No effect of surgery was found regarding
the BFV in group-3 (572 [265—889] before to 645
[528—773] mL/min after surgery. p = 0.057). Two-way
ANOVA showed a significant interaction between patients
groups and pre-/post-operative SMA BFV  values
(p = 0.037) illustrative of the drop in SMA BFV after sur-
gery in group-1 and -2, and the trend of increase in the
group-3. For the 22 patients with both pre- and post-
operative Doppler-US examinations, the pre- and post-
operative SMA BFV modifications were highly significant
between the three groups (p < 0.001, ANOVA for repeated
measurements). In group-2, 5/16 (31%) patients and in
group-3, 3/11 (27%) patients had post-operative chemo-
therapy (p = 0.360). The use and the type of chemotherapy
was: Folinic acid and 5-Fluorouracil associated to Oxalipla-
tin (FOLFOX) (n = 5) or Irinotecan (FOLFIRI) (n = 3). No
difference in BFV was found between patients who did and
did not receive post-operative chemotherapy.

A ROC curve showed the ability of post-operative BFV
to distinguish group-2 from group-3 patients. The AUC was
0.827 [95%CI: 0.565—1.00]. A post-operative BFV
>530 mL min " vielded a sensitivity of 80.0% and a spec-
ificity of 93.3% for the diagnosis of aggressive PMP
(group-3) (Fig. 4b).
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