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

vasculaires néoformés.

Résume :

Il existe un besoin de marqueurs fonctionnels, in vivo et non invasifs, de la dynamique
d’expansion, de stabilit¢ ou de régression du développement tumoral. La prolifération
tumorale s’accompagne d’une angiogenese responsable de I’expansion du réseau vasculaire
dans I’organe ou se développe la tumeur.

L’hypotheése de travail était que 1’expansion des réseaux vasculaires, liés aux seules
contingences locales tumorales était responsable d’une diminution des résistances
périphériques d’aval ayant pour conséquence une augmentation du débit vasculaire d’amont.
L’expansion du réseau vasculaire et I’apparition de communications artérioveineuses intra
tumorales sont responsables d’une augmentation des vitesses circulatoires dans le vaisseau
natif afférent. Cette augmentation a pour conséquence une augmentation des contraintes de
cisaillement appliquées a I’interface sang/vaisseau. Afin de ramener a 1’état basal le niveau
des forces de cisaillement, I’artére est 1’objet d’un remodelage avec un décalage temporel de
plusieurs semaines/mois. L’augmentation consécutive du diamétre circulant aboutit alors a la
normalisation des contraintes de cisaillement ainsi que des vitesses circulatoires.

Ce travail a pour but de mettre en évidence les phénomenes dynamiques de
remodelage vasculaire en amont des organes ou se développent des tumeurs en mesurant par
échographie Doppler les variations des diametres circulants, des débits, des vitesses
circulatoires et des forces de cisaillement. Le phénomeéne a été étudié sur des modéles murins
de carcinome hépatocellulaire, de pseudomyxome péritonéal et de carcinose péritonéale
d’origine ovarienne ; ainsi que chez des patients atteints de pseudomyxome péritonéal, de
carcinose péritonéale d’origine ovarienne et de malformations artérioveineuses superficielles
de la face.

La prolifération tumorale s’est accompagnée d’une augmentation des vitesses
circulatoires dans les arteres afférentes : tronc cceliaque pour le carcinome hépatocellulaire,
artere mésenterique supérieure pour le pseudomyxome péritonéal et carcinose péritonéale
d’origine ovarienne, artéres cervicales et faciales pour les malformations artérioveineuses
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 masse tumorale, de la densité vasculaire et/ou de la prolifération cellulaire.



Chez les patients en progression de leur maladie, atteints, soit de pseudomyxomes péritoneaux
en récidive, soit porteurs de malformations artérioveineuses de la face progressive, le
remodelage artériel et l’augmentation de diamétre circulant étaient en retard sur
I’augmentation des débits avec des vitesses et des forces de cisaillement restant €levées. En
revanche, les patients présentant une stabilité de leur maladie montraient un remodelage
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 les tumeurs en déphasage temporel par rapport a la
dynamique tumorale. L’appréciation de ce déphasage par la mesure des diamétres circulants,
des vitesses circulatoires, le calcul des débits et des forces de cisaillement sur 1’artére
afférente pourrait ainsi permettre d’optimiser la stratégie thérapeutique. La mise en place des
différents traitements pourrait étre adaptée dans le temps a la dynamique tumorale par un

suivi hémodynamique sur ’artére afférente a I’organe atteint.

Mots clefs :

Contraintes de cisaillement, diameétre artériel, vitesses sanguines, angiogenése tumorale,
pseudomyxome péritonéal, carcinome péritonéale, malformation artério-veineuse,

échographie Doppler



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

networks

Abstract:

There is a need for functional, in vivo and non-invasive biomarkers of expansion, stability or
regression of tumor development. Tumor proliferation is accompanied by angiogenesis
responsible for the expansion of the vascular network in the 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 upstream blood flow 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 stresses applied to the blood / vessel interface. In order to reduce the level of
shear stress to 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 of
shear stresses as well as 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 shear stress by 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 carcinomatosis 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 for
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 normalized or even decreased in
correlation with the reduction of tumor burden, vascular density and / or cell proliferation. In
patients with progressive disease, with recurrent peritoneal pseudomyxoma and progressive
arteriovenous malformations of the face, arterial remodeling and circulating diameter increase
was late compared to the increase in flow rates and shear forces remaining high. In contrast,
patients with stable disease showed achieved arterial remodeling, adapted to the new

hemodynamic conditions imposed 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 phase shift by the 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 could 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 carcinomatosis, arteriovenous malformation, Doppler ultrasound.
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1.

INTRODUCTION GENERALE
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Depuis I’Antiquité, les grands esprits curieux ont tenté de mettre en évidence un
rationnel 1égislatif au monde vivant, d’énoncer les lois « biologiques » qui le régissent.
Trés tot, la circulation a été suspectée chez les organismes vivants et est apparue comme
nécessaire a leur survie, chez I’lhomme en particulier. La notion d’apports en éléments
nutritifs aux organes par voie circulatoire était acquise. Des érudits comme Hippocrate,
Aristote et Galien ont proposé des théories de la circulation sanguine correspondant aux
connaissances du moment. Mais méme si des progrés étaient effectués, des erreurs
subsistaient. Il a fallu attendre la Renaissance, I’autorisation de pratiquer de nouveau
I’autopsie et les travaux de William Harvey, pour décrire la circulation sanguine et sa
boucle a des fins d’apport en nutriments aux tissus et organes comme communément
admise aujourd’hui.

A la fin du 18eme siécle, les chercheurs se sont intéressés a la microcirculation et en
particulier a la néovascularisation tumorale. La fin du 20éme siecle a vu naitre les
connaissances permettant de comprendre ses particularités et de mettre au point les
premiers traitements anti-angiogéniques. Les examens biologiques et d’imagerie
diagnostique suivaient une progression paralléle voire exponentielle. Plus précisément, les
examens visant & caractériser la fonction de perfusion tumorale ont pris un essor important
qu’il s’agisse des examens utilisant les rayons X, les champs magnétiques, ou les ultrasons
pour les techniques les plus employées. Tous possedent leurs avantages, les ultrasons en
particulier, qui, grace a une résolution temporelle importante, permettent I’analyse des flux
circulants, notamment ceux destinés aux tumeurs. L’arsenal diagnostique et thérapeutique
s’est agrandi et diversifié. 1l a désormais pris une place importante a chaque étape de la
prise en charge des cancers. Un besoin de critéres fonctionnels d’évaluation et de suivi de
I’activité angiogénique tumorale apparait pour différents modeles de néoangiogenese

tumorale et non tumorale afin d’adapter au mieux la stratégie thérapeutique en fonction de
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la réponse tumorale. Ces critéres fonctionnels d’évaluation et de suivi doivent aller au-dela
des critéres morphologiques et qualitatifs de rehaussement en imagerie en coupe afin de
renseigner sur la dynamique d’évolutivité d’une 1ésion néoplasique : prolifération, stabilité
ou involution.

Notre hypothese était que ’expansion des réseaux vasculaires, liés aux seules
contingences locales tumorales était responsable d’une diminution des résistances
périphériques d’aval ayant pour conséquence une augmentation du débit vasculaire
d’amont. L’expansion du réseau vasculaire et D’apparition de communications
artérioveineuses intra tumorales sont responsables d’une augmentation des Vitesses
circulatoires dans le vaisseau natif afférent. Cette augmentation a pour conséquence une
augmentation des contraintes de cisaillement appliquées a I’interface sang/vaisseau. Afin,
de ramener a 1’état basal le niveau des forces de cisaillement, ’artére est I’objet d’un
remodelage avec un décalage temporel de plusieurs semaines/mois. L’augmentation
consécutive du diametre circulant aboutit alors a la normalisation des contraintes de
cisaillement ainsi que des vitesses circulatoires. Dans la phase de décalage/déphasage
chronologique entre I'expansion propre du réseau vasculaire tumoral et l'adaptation de
I'artere afférente, son remodelage abouti, il existerait donc un moment ou les forces de
cisaillement et les vitesses circulatoires seraient élevées, permettant le diagnostic
d'évolutivité tumorale. Dans le cas d'une normalisation des vitesses et des forces de
cisaillement, il serait alors possible de préjuger de la stabilité des Iésions tumorales quel
que soit le débit imposeé par le lit vasculaire tumoral sur I'artere afférente.

Notre objet est ici de présenter 1’'usage de la technique ultrasonore permettant le
suivi des phénoménes dynamiques de remodelage vasculaire en amont des organes ou se
développent des tumeurs en mesurant les variations des diamétres circulants, des débits,

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

16



Ces variations pourraient permettre d’avoir acces a un « outil clinique » d’évaluation de la
dynamique tumorale : prolifération, stabilité ou involution, c’est a dire un outil préjugeant son

évolution spontanée ou sous traitement.
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2. PARTIE 1: ETAT DE L’ART
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2.1 Historique

2.1.1 Eléments d’histoire de la circulation sanguine

Nous savons depuis Aristote et son traité « Parties des Animaux » (330 avant J.C.) que
les vaisseaux partent du cceur et distribuent le sang dans tous les organes du corps [1]. Galien
(130-200) fut a I’origine d’une description précise des artéres et des veines enseignée de facon
scolastique, sans modifications, pendant tout le Moyen-age et jusqu’a la Renaissance. Selon
lui, les artéres provenaient du cceur, et les veines du foie [2, 3], les arteres distribuant la chaleur
et les veines les nutriments. Ainsi, il pensait que le sang provenait des nutriments digérés par le
systeme digestif puis formait une « coction » dans le foie et qui inondait ensuite les veines qui
apportaient alors la nourriture aux différents organes [1]. Une partie de ce sang veineux
remontait par la veine cave supérieure vers le coeur droit ou il se scindait alors en deux :

1. Une partie passant par 1’oreillette puis le ventricule droit qui I’¢jectait alors vers
les poumons par la « veine artérieuse » (artére pulmonaire) afin qu’il se charge
de « pneuma » ;

2. I’autre passait par des micropores au travers du septum inter ventriculaire vers le
ceeur gauche ou il se réchauffait et se chargeait du «pneuma» en se
mélangeant au sang veineux issu de « I’artére veineuse » (veine pulmonaire)
afin de former une nouvelle « coction ».

Galien pensait qu’il y avait une circulation a double sens dans cette artere veineuse
permettant d’éliminer les déchets provenant de la coction cardiaque [2]. Enfin les arteres
issues du cceur allaient ensuite apporter la chaleur innée issue du ceeur mélangé au pneuma a
la circulation périphérique. Galien avait bien subodoré la notion de double circulation mais il
persistait dans son raisonnement une erreur fondamentale que constituait la porosité inter

ventriculaire. Celle—ci fut tout d’abord remise en question par Ibn-Al-Nafis (1211-1288 ou
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1296) en Syrie et dans tout I’empire arabe [4]. En Europe, il fallut attendre que Miguel Servet
(1503-1553) remette en question la théorie de Galien et mette en évidence le concept de
« petite circulation » comme nous la connaissons aujourd’hui [4]. En effet, il conclue aprés de
nombreuses dissections que le sang ne pouvait pas traverser le septum inter ventriculaire, et
qu’il devait se frayer un chemin a partir du cceur droit par la veine artérieuse qui contenait
alors I’ensemble du sang veineux puis au travers du poumon avant de retourner par I’artére
veineuse chargée de sang vers le cceur gauche et enfin la circulation générale par ’aorte.
Michel Servet et ses successeurs jeterent les bases du concept de circulation sanguine dont le
moteur serait le ceeur et non plus le foie. Realdo Colombo (1516-1559) acheva la mise a jour
des théories de Galien en décrivant 1’existence des valves sur toutes les cavités cardiaques
n’autorisant une circulation que dans un seul sens [4]. En outre, il décrivit la systole et la
diastole comme des phases de contraction et de repos des ventricules définissant ainsi un
cycle cardiaque. Enfin il remit en question la théorie du pneuma affirmant que la veine
pulmonaire améne au cceur un sang dans lequel il n’y a « pas un soupgon d’air ». Le concept
de circulation sanguine continue s’esquissa grace a Andrea Cesalpino (1519-1603) qui montra
que lorsqu’on comprime une veine, elle se distend « sous » de la zone de compression. Puis,
Fabricius d’ Acquapendante (1578-1657) maitre de William Harvey décrira lui I’existence de
valvules sur les veines sans en comprendre 1’utilité [1, 4]. Ces chercheurs ont préparé le
terrain a la description par William Harvey de la circulation sanguine comme nous la

connaissons aujourd’hui et permirent 1’effondrement des théories fausses de Galien.
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Cette vision révolutionnaire de « circulation sanguine » s’imposa donc avec William
Harvey (1578-1657) qui écrivit en 1616 : « Il résulte de la structure du coeur que le sang est
envoyé continuellement & travers les poumons vers I'aorte comme par les deux clapets d'une
pompe a élever I'eau. Il est établi par I'application 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 entretenu par les battements du cceur ». 11 montra notamment que le volume de
sang qui traverse l'aorte est largement supérieur aux besoins nutritifs et dépasse, en une demi-
heure, la quantité totale de sang contenue dans I'organisme. Il en conclut que tout le sang
circule de maniére continue dans le corps, poussé par la contraction du ventricule gauche dans
les artéres [1, 4]. 1l passe des arteres 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 dechirées par la pression.

Il manquait cependant a William Harvey le lien entre les artéres et les veines afin de
compléter le « cercle » de la circulation sanguine. Il faudra alors attendre ’arrivée du premier
microscope et les observations de Marcello Malpighi (1628 — 1694) sur les capillaires
sanguins a la surface des poumons et de la vessie [5]. Il compléta alors les théories de Harvey
en observant le mouvement du sang au travers des capillaires sanguins. Le sang circule donc,
arrive jusqu’aux tissus par les arteres et via un réseau de capillaires qui relie les artéres et les
veines, puis en repart en repassant dans la circulation veineuse. Le concept de circulation
systémique et pulmonaire était enfin établi. La circulation systémique apporte I’oxygene et les
nutriments pour assurer la bonne trophicité et la bonne fonction des différents organes. La
circulation pulmonaire quant a elle assure 1’hématose du sang. Les notions d’apport sanguin
artériel aux tissus tumoraux vont ensuite étre soupgonnées comme étant une des clés de la

croissance tumorale.
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2.1.2 Eléments d’histoire de la circulation tumorale

On sait aujourd’hui que la croissance des tumeurs solides et I’envahissement des tissus
sains sont intimement liés a 1’angiogenése tumorale. En effet, la croissance des tumeurs est
sous la dépendance de facteurs intra tumoraux et d’interactions avec le tissu environnant. Dans
la phase dite de latence des tumeurs trés peu de vaisseaux sont décelés. Au contraire lors de la
phase invasive, I’angiogenése est massive pour subvenir aux besoins métaboliques des tissus
tumoraux néoformés.

Le concept d’une microcirculation sanguine alimentant les tumeurs démarre avec les
travaux de Golgi et Virchow qui évoquent au XIXéme siécle une participation du stroma
vasculaire tumoral au développement des cancers. C’est ainsi que nait le concept d’une
vascularisation tumorale propre, reflet de son autonomie de développement.

« Angiogeneése » est un terme attribué a tort au chirurgien écossais le Dr John Hunter
(1728 - 1793), qui décrivit la croissance des vaisseaux sanguins néoformes dans les bois de
rennes a la suite d’une exposition prolongée au froid [6]. Il observe aussi une recrudescence de
nouveaux vaisseaux dans les oreilles de lapin lors d’une inflammation. Il fut par conséquent un
des premiers a décrire le phénomene de formation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseau
préexistant. Mais le terme méme d’angiogenése n’apparaitra qu’un siécle plus tard au début du
20¢eme siécle avec I’apparition de nombreux travaux en embryologie [6].

Puis, le Dr Arthur Tremain Hertig (1904 - 1990), un pathologiste de Boston, fera la
premiere description histologique en 1935 de I'angiogenése dans le placenta des guenons en
cours de gestation. En 1939, sur la base d'observations de tumeurs transplantées dans des
chambres transparentes sur des modeles animaux in vivo, A. G. Ide et al. proposent I'existence
d'un facteur dérivé de la tumeur capable de stimuler la formation de vaisseaux sanguins [7]. En
1945, G. H. Algire et ses collegues mettent en évidence que la vascularisation tumorale

provient de 1’hote et est essentielle a la croissance tumorale [8]. Les decouvertes d'Algire et al.
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offraient la premiere preuve de 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 confere le phénotype de néo vascularisation observeé lors de la rétinopathie
diabétique proliférante et baptisait ce facteur soluble «facteur X» [9]. Vingt ans plus tard,
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 d’un filtre et confirment ainsi la notion de facteur angiogénique diffusible élaboré par
les cellules tumorales.

En 1971 le Dr Judah Folkman (1934 - 2008), chirurgien de l'université d'Harvard,
soupgonna que la croissance tumorale dépendait de la néo vascularisation. Folkman et al. ont
implanté avec succes des fragments tumoraux dans des territoires avasculaires comme la
cornée en faisant I’hypothése que la tumeur assurerait sa propre vascularisation en relarguant
des médiateurs cellulaires qui permettraient aux cellules endothéliales quiescentes du tissu hote
environnant de s’activer, de rompre la matrice extracellulaire et de répondre aux stimuli du
nouveau microenvironnement. Ils ont ensuite émis deux hypotheses. La premiére est qu'en
bloguant I'action de ces médiateurs, on priverait les tumeurs de sang, ce qui les tuerait. La
seconde est que ce blocage ralentirait la dissémination du cancer (métastases) car les cellules
cancéreuses utilisent la voie circulatoire systémique comme la voie lymphatique pour
disséminer dans l'organisme. Il a ainsi montré au cours d’expériences sur organes isolés que la
privation de vascularisation diminuait significativement la croissance tumorale. Le concept
d’un traitement antiangiogénique était né.

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

plusieurs facteurs anti-angiogéniques capables d'entraver la prolifération des cellules
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endothéliales qui tapissent la paroi interne des vaisseaux. Tim Berners-Lee et Robert Langer
font le méme constat en 1983 pour le cartilage de requin [10]. A noter que chez les requins, le
cartilage représente 6 a 8 % de leur masse corporelle alors qu'il ne représente que moins d'un
pour-cent chez les bovins. Les requins constitueraient des lors une source importante de
substances anti-angiogéniques. Rapidement, le premier facteur angiogenique, 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 (Vascular Endothelial Growth Factor), I'un des
plus importants facteurs angiogéniques, est découvert par le Dr Napoleone Ferrara, biologiste
italien de la firme pharmaceutique Genentech. Le premier traitement réussi par un interféron
alpha2a d'une tumeur bénigne dépendante 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 antiangiogéniques (TNP-470) commence
chez les patients atteints de cancer. Depuis ces découvertes initiales, plus de 30 inhibiteurs
naturels de 1’angiogenese et plus de 20 facteurs de croissance angiogéniques ont été

caractérisés.
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2.2 Définitions

2.2.1 Vasculogenése

Le terme de vasculogenése designe la formation de vaisseaux sanguins « de novo ». Ce
processus étant essentiellement observé lors du développement embryonnaire. En effet, les
vaisseaux sanguins apparaissent trés tét au début du développement embryonnaire afin
d’apporter oxygene et nutriments aux organes en formation, et ce a partir d’un certain volume.
Ainsi, les cellules centrales de 1’organe qui ne sont alors plus soumises a une pO, suffisante
pour assurer leur bonne trophicité et leur croissance sont alors alimentées par capillarité avec la
périphérie de I’organe.

Le processus de vasculogenése commence par une différenciation in situ
d’hémangioblastes ou cellules endothéliales progénitrices embryonnaires a partir de tissus non
vasculaires. Les cellules endothéliales migrent alors et proliferent pour former 1’arbre
vasculaire primitif. Il va proliférer avec I’apparition de vaisseaux de différent calibre qui vont
assurer les besoins métaboliques des différents organes en croissance.

Cependant, outre ces phénomenes embryologiques, il a été plus récemment démontré
I’existence de ces cellules endothéliales progénitrices circulantes capables de proliférer, de se
différencier et de participer a la formation en néovaisseaux sanguins au cours de processus
pathologiques chez 1’adulte comme 1’angiogenese tumorale, la néo vascularisation lors de

I’ischémie critique des membres inférieurs ou apres infarctus du myocarde [11, 12].

2.2.2 Artériogenése

L’artériogenese est un processus qui permet la formation in situ d’artéres collatérales
de type musculaire lors des phénomenes d’ischémie chronique tissulaire liés a 1’obstruction
d’une artére native vascularisant normalement un organe [13, 14]. Ainsi, des études chez

I’animal ont démontré que 1’occlusion de 1’artére fémorale initiait dans les minutes qui suivent
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un processus d’activation des cellules endothéliales artérielles, induit par une augmentation
des forces de cisaillement dans les artéres collatérales. Puis dans un second temps (1 & 3
jours), les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes quiescents
entrent en division mitotique. 1l en résulte un élargissement du diamétre de ces artéres
collatérales. Enfin dans un 3éme temps dit phase de synthése, la digestion de la lamina
élastique interne permet la libération et la migration des cellules musculaires lisses et des
fibroblastes depuis la média vers 1’espace sous-endothélial, créant ainsi une couche néo-
intimale épaisse. Cette croissance collatérale s’achéve avec un ralentissement de la
prolifération, de la migration et de I’activité protéolytique, d’une restauration de 1’activité
contractile des cellules musculaires lisses et de la néoformation d’une lamina élastique interne
sous endothéliale. Ainsi les arteres collatérales peuvent augmenter leur calibre d’un facteur 3
afin de multiplier leur capacité de débit d’un facteur 10 permettant une compensation a

hauteur de 30% du debit maximal normal [14].

2.2.3 Angiogenése

On distingue la vasculogenese qui est la formation de néo vaisseaux de novo, de
I’angiogenese qui est la formation de néovaisseaux a partir de vaisseaux sanguins déja
existants ou plus précisément a partir de cellules endothéliales matures. En effet, le
développement de I’embryon et notamment de ses organes va s’accompagner du
développement de nouveaux vaisseaux sanguins de petit calibre a partir de D’arbre
vasculaire primitif par bourgeonnement : il s’agit d’une angiogenése. L’angiogenese est un
mécanisme adaptatif qui perdurera au cours du développement adulte et qui permettra des
mécanismes divers tels que la cicatrisation, [’ovulation ou les menstruations.
L’angiogeneése est donc un processus physiologique normal qui permet la régénération et

le développement de tissus sains. Cependant lors de mécanismes pathologiques tels que
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I’inflammation, I’ischémie ou la cancérogenese, il existe des déséquilibres dans les

mécanismes de régulation de 1’angiogenése.

2.2.3.1 Angiogenese tumorale

Le développement des cancers (carcinogenese) est un processus qui se décompose en
plusieurs étapes. On pense aujourd’hui qu’il existe pour chaque tumeur un volume de
quelques millilitres en deca duquel la tumeur est incapable d’induire sa propre vascularisation
[15]. Jusqu’a une taille d’environ 2 mm de diamétre, la carcinogenése est dite en phase «
dormante », il existe alors un équilibre entre prolifération et apoptose. Il faudra donc une
certaine masse critique au-dela de laquelle des cellules tumorales situées au centre du volume
auront un apport en oxygene et en nutriment insuffisant du fait de leur distance par rapport
aux vaisseaux sanguins natifs (environ 150 um) pour que ces cellules sécretent des facteurs
stimulant 1’angiogenese tels que le VEGF ou le hypoxia inducible factor -1 [16-18]. Ainsi,
seule une faible proportion de tumeurs en phase dormante entrera en phase proliférative grace
au développement de sa propre vascularisation, ce processus est dénommé « switch
angiogenique ». Ce phénomeéne entraine la production de facteurs pro-angiogéniques ou la
perte d’inhibition de facteurs anti-angiogéniques et permet I’activation des cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins adjacents a la tumeur. Les cellules endothéliales natives
acquiérent la possibilité de dégrader de la membrane basale, migrent, s’allongent, proliférent
et s’organisent en structure tubulaire, créant ainsi un nouveau réseau vasculaire entre les

vaisseaux natifs de 1’hodte et la tumeur.

2.2.3.2 Switch angiogénique

Afin de s’autonomiser et de proliférer, la tumeur va secréter un exces de molécules
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angiogéniques et activer les cellules endothéliales quiescentes de I’hote [19]. Le concept de
switch angiogénique tumoral correspond au processus au cours duquel une tumeur passe d’un
état latent a un état invasif. Il s’agit d’un événement clef de la cancérogenése qui correspond a
une rupture de 1’équilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques du milieu, en faveur
des facteurs pro-angiogéniques. En effet, en atteignant une masse critique > 2 ml, la
probabilité de trouver une cellule tumorale mutante responsable de 1’activation angiogénique
est presque certaine. Cette mutation survient alors soit par une activation oncogénique, soit
par l’inhibition d’un geéne suppresseur de tumeur. Le switch angiogénique est donc un
déséquilibre dans la balance des facteurs pro- et anti-angiogéniques en faveur des facteurs

pro-angiogeniques.

Le passage de la phase « dormante » a la phase active est le résultat de 5 étapes (Figure

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

recruitment of perivascular cells
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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 vasculaire active.

Les mécanismes moléculaires sous-tendant I’initiation des processus d’angiogenese
tumorale sont mixtes et font intervenir en différentes proportions 1’hypoxie, le stress cellulaire
et ’activation oncogénique c’est a dire la mise en jeu de boucles autocrines de facteurs de

croissance. Le VEGF, le PIGF (Placental growth factor), le bFGF et 1’angiopoiétine 1 sont ces
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facteurs angiogéniques qui sont alors devenus des cibles thérapeutiques importantes. En effet,
le blocage du switch angiogénique permettrait de maintenir les Tlots de cellules tumorales en
phase «dormante » afin d’empécher leur prolifération a un stade trés précoce et leur
dissémination.

Une fois enclenché, il existe deux modes majeurs d’angiogenése : 1’angiogenése par

bourgeonnement et 1’angiogenese par intussusception (Figure 2).
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Figure 2. Mécanismes cellulaires de I'angiogenése et de la lymphangiogenése tumorale

[15].

Endothelial precursor

Intussusceptive growth

Angiogenic sprouting

(1) Le réseau vasculaire hote se dilate en formant des bourgeons endothéliaux ou en formant
des ponts (angiogenése par bourgeonnement); (2) les vaisseaux tumoraux se remodélent et se
dilatent en insérant des colonnes de tissus interstitiels dans la lumiére de vaisseaux préexistants
(angiogenese par intussusception); et (3) des précurseurs de cellules endothéliales
(angioblastes) provenant de la moelle osseuse ou du sang périphérique et aboutissent dans les
tumeurs et contribuent a la paroi endothéliale des vaisseaux tumoraux (vasculogenése). Les
vaisseaux lymphatiques autour des tumeurs drainent le liquide interstitiel et constituent une

passerelle pour les métastases des cellules tumorales (lymphangiogenése).
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2.2.3.3 Angiogenese par bourgeonnement

L’angiogenése par bourgeonnement ou « sprouting » est décrite initialement par Von
Kolliker (Figure 3). Le « sprouting » est déclenché par le VEGF-A, et s’accompagne d’une
vasodilatation et d’'une augmentation de la perméabilité endothéliale favorisant I’extravasation
de protéines plasmatiques et la formation d’une matrice extracellulaire adaptée a la migration
des cellules endothéliales puis a la formation de tubes, événement plus tardif du processus. La
formation de cette matrice entraine la perte des liaisons inter-endothéliales et de 1’adhésion
entre les cellules endothéliales et les péricytes (cellules musculaires lisses responsable de la
contraction et de la régulation locale du débit sanguin), ceci sous le contrble du systéeme
angiopoiétine-1/ angiopoiétine-2/ récepteur Tie 2 [21]. Ainsi les cellules endothéliales
proliférantes migrent vers le site de néo vascularisation et s’organisent en structures
tubulaires. La prolifération de cellules endothéliales en transit est alors induite par le VEGF-A
et la dégradation de la matrice extracellulaire est accélérée grace a la synthese de

métalloprotéases et d’activateurs du plasminogene.
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Figure 3. Angiogenése par bourgeonnement [22]
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(i) Réception de signaux angiogéniques (tache 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 de la membrane extracellulaire (ligne pointillée verte); (iii) migration
chimiotactique de la cellule endothéliale sous I'induction de stimulateurs angiogéniques; (iv)
prolifération de cellules endothéliales et formation de lumiére par fusion de vaisseaux formés
avec formation de jonctions serrées; (v) recrutement de péricytes et dépbt d'une nouvelle

membrane basale et début du flux sanguin.

2.2.3.4 Angiogenese par intussusception.

L’angiogenése par intussusception est aussi appelée « splitting angiogenesis » ou
intussusceptive microvascular growth (Figure 4). Elle permet de former des néo-vaisseaux
par subdivision d’un large capillaire sinusoidal en deux capillaires plus fins. Initialement
décrit par Short et al. puis précisé par Burri en 1986 dans une étude des réseaux capillaires

postnataux humains et de rats [23, 24]. lls décrivirent que le réseau capillaire pulmonaire

33



pouvait croitre par « bourgeonnement » de cellules endothéliales a 1’intérieur d’un vaisseau
créant ainsi des ponts inter endothélial trans-capillaires.

Le mécanisme d’intussusception est impliqué dans 1’expansion du lit vasculaire
tumoral et la création de branchements entre les différents réseaux capillaires de la néo
vascularisation [25-27].

Les mécanismes sous-tendant ce phénomene sont encore mal compris mais il semble
motivé pour partie par les forces de cisaillement et les élévations du débit sanguin locorégional

percues par les cellules [24].

Figure 4. Angiogenése par intussusception [28].

Formation d’un pont transcapillaire de cellules endothéliales ; formation d’une bicouche
endothéliale ; réorganisation des jonctions interendothéliales; formation d’une colonne
interstitielle ou pilier envahi par les péricytes et myofibroblastes environnants ; croissance du

pilier et formation d’une maille capillaire.

2.2.3.5 Vaisseaux tumoraux
La néovascularisation tumorale, méme si elle est similaire dans ses mécanismes de
formation a I’angiogenése physiologique, conduit a un arbre vasculaire de nature différente.

En effet, la vascularisation tumorale est tortueuse, chaotique et desorganisée avec des
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branchements excessifs [29]. L’endothélium des vaisseaux tumoraux est discontinu, fenétré,
avec la présence de multiples ouvertures avec des trous transcellulaires [20]. De plus les
vaisseaux sont dépourvus de péricytes [30]. Les vaisseaux sont donc plus perméables ce qui
présente deux conséquences :

1) D’extravasation possible de cellules tumorales et donc leur dissémination
métastatique ;

2) I’augmentation de la pression interstitielle, plus particuliérement au centre de la
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 encore la néo
angiogenese.

De plus, du fait de la croissance tumorale continue, cet arbre vasculaire tumoral est
dynamique et plastique, avec de fréquentes variations d’architecture. Fonctionnellement, la
vascularisation tumorale se distingue aussi de la vascularisation native [15]. En effet, la
vascularisation tumorale est souvent hétérogene au sein de la méme tumeur et de mauvaise

qualité. Un tiers des vaisseaux tumoraux sont des fistules artérioveineuses (Figure 5).
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Figure 5. Artériographie sélective de I’artére circonflexe humérale gauche

Hyper vascularisation anarchique d’une métastase osseuse humérale de cancer du rein (A).
Visualisation précoce d’un retour veineux basilique et céphalique (B).

Ces communications artérioveineuses directes, sans interposition de capillaires,
empéchent tout échange de métabolites et d’oxygene, entretenant 1’hypoxie et 1’acidose dans
leur environnement immédiat [30]. Par ailleurs, I’absence de péricytes et 1’innervation
anarchique (ou absente) des vaisseaux empéchent toute régulation du débit local et toute
participation a la régulation de la pression sanguine par les mécanismes habituels. Seules les
artérioles préexistantes d’ou sont issues les principaux vaisseaux tumoraux sont sujets aux
régulations d’amont. Certaines portions des tumeurs sont donc ainsi soumises a de tres faibles
débits sanguins locaux aboutissant alors parfois a leur nécrose [31]. Cette nécrose au centre de
la tumeur liée a I’absence de débit sanguin est contrebalancée par 1’hypervascularisation
périphérique. Enfin, des forces de pressions interstitielles élevées peuvent s’opposer dans ces
régions aux pressions hydrostatiques, et limiter ainsi les échanges entre le sang et les cellules
tumorales, favorisant aussi 1’hypoxie, moteur essentiel de 1’angiogenese [32]. Ces
mécanismes d’hypoxie et d’ischémie participent aussi a la résistance des tumeurs aux

traitements systémiques comme a la radiothérapie [30, 33]. L’endothélium de cette
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néovascularisation est devenu une cible privilégiée dans la recherche de nouvelles thérapies
anti-tumorales. Ces cellules sont plus accessibles que les cellules tumorales elles-mémes et
sont plus stables génétiquement, et donc moins sujettes a développer des mécanismes de
résistance. 1l 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
tumoraux ont donc fait I’objet de recherches poussées, actives qui ont permis de comprendre
de nombreux mécanismes impliqués dans le contr6le moléculaire de la néoangiogenese.

Pour notre propos, on comprend donc que la nature de la circulation tumorale, son
potentiel angiogénique et sa greffe sur un réseau vasculaire natif va entrainer des
modifications hémodynamiques locales. Le nombre de vaisseaux et de micro vaisseaux
augmentant en aval de Dl’artére native, afférente a 1’organe sain et a la tumeur qui s’y
développe provoque ainsi une chute de la résistance hémodynamique locale et une

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

2.3.1 Rationnel de I’évaluation et du suivi de la réponse tumorale a un traitement

L’arsenal de traitement des cancers est aujourd’hui vaste et comprend des traitements
cytotoxiques, cytostatiques, anti-angiogéniques et I’immunothérapie. Le choix des traitements
pharmacologiques des tumeurs se fait en fonction des données de la littérature, de
I’agressivité du cancer, des comorbidités du patient et des réponses et toxicités attendues pour
chaque patient. La prédiction de I’efficacité et de la tolérance d’un traitement reléve donc
d’un pari que fait I’oncologue a partir de toutes ces données. Le suivi longitudinal dans le
temps du patient traité est multiparamétrique et a pour objectif de détecter précocement des
signes cliniques, morphologiques et biologiques de réponse ou de progression afin d’adapter
au mieux le traitement : maintenir le traitement en cas de réponse compléte, 1’intensifier en
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
sécréetion de certains marqueurs tumoraux (antigéne carcinoembryonnaire, antigéne tumoral
CA 125, 15-3, 19-9, alphafoetoprotéine...) quantifiable dans le sang. Enfin, le suivi
morphologique par imagerie médicale est primordial car il permet de localiser et de quantifier
les tumeurs primitives et les éventuelles récidives. Ceci permettant d’affiner le suivi
longitudinal de I’efficacité des traitements ainsi que d’envisager le cas échéant un traitement
curatif : ablation ciblée ou résection d’organe ou d’une partic d’un organe. De plus il est
important de maintenir une surveillance prolongée du patient en cas de récidive de la maladie
ou de réponse dissociée. En effet, les cancers sont le résultat de mutations génétiques d’une
population cellulaire dont la prolifération échappe a tout contréle par les mecanismes de
régulation cellulaire habituels et par le systtme immunitaire. Ainsi, malgré d’excellentes

réponses tumorales au traitement, il apparait parfois des populations cellulaires tumorales qui
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expriment un géne de résistance au traitement et qui échappe donc au contréle de la maladie.
Ce suivi multiparamétrique comporte des limites, en effet la plupart des tumeurs n’ont

pas de traduction clinique évidente et certaines tumeurs ne sécretent pas de marqueurs

tumoraux quantifiables en routine clinique. L’imagerie médicale a donc acquis une place de

choix dans 1’évaluation des traitements des tumeurs.

2.3.2 Critéres morphologiques : RECIST

La méthode de référence d’évaluation des traitements anticancéreux a été définie en
1979 par I’organisation mondiale de la santé qui a retenu des critéres basés sur la mesure
bidimensionnelle des lésions en tomodensitométrie (TDM) ou en radiographie [34]. Ainsi,
était établie une norme reproductible, standardisée d’évaluation afin de comparer les effets
des traitements entre eux. En 2000 puis en 2009, ces criteres ont été mis a jour afin de pallier
les variations retrouvées dans les études [35]. Les criteres RECIST 1.1 (response evaluation
criteria in solid tumor) ne s’appliquent comme leur nom I’indique, qu’aux tumeurs solides et
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 méthode [36].

Le principe est de dresser la liste exhaustive des Iésions avant le début du traitement,
qu’elles soient primitives ou secondaires. Ces Iésions seront ensuite suivies sur les examens
ultérieurs afin de déterminer si elles répondent ou non au traitement par la diminution de leurs
diameétres (mesure quantitative pour les Iésions cibles, qualitative pour les lésions non cibles).
Deux types de Iésion sont définis sur I’examen initial : les lésions cibles et les Iésions non-
cibles. Lors du suivi morphologique du patient, la réponse au traitement est évaluée selon
I’évolution des 1ésions cibles et non-cibles. La réponse globale sera une combinaison des

réponses précédentes : réponse complete, réponse partielle, maladie stable ou maladie
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ive. $ jectiv cvalué a 1’ex Strai , u
rogressive. La réponse objective est évaluée par rapport a I’examen prétraitement, alors que

la progression est définie par rapport a la plus petite somme des lésions cibles (nadir) [36].

Tableau 1. Critéeres 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

I’évaluation de certains organes (foie, 0s), certaines tumeurs et certains traitements. De plus,

les seuils choisis (—30 % pour la réponse et +20 % pour la progression) 1’ont été

arbitrairement, sans faire 1’objet d’une validation qui prouverait qu’ils reflétent effectivement

le devenir du patient (par exemple, la survie globale). Il est méme probable que le seuil (de
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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 traitement et du type de cancer [36, 37].
Ainsi, les tumeurs des foies traités efficacement par anti-angiogéniques se nécrosent mais
diminuent peu de taille. L’application des critéres RECIST 1.1 concluent alors a tort a une
maladie stable alors que la survie du patient est nettement prolongée. De méme les thérapies
focales guidées par I’imagerie comme la radiofréquence ou la chimioembolisation intra
artérielle laissent des cicatrices de taille supérieure a la tumeur (correspondant aux marges de
destruction thermiques) faisant conclure a tort a une progression. Dans la carcinose
péritonéale, la plupart des implants sont <1cm et rendent alors les criteres RECIST 1.1 non
applicables. Enfin, certaines tumeurs répondent aux traitements en laissant des masses
fibreuses cicatricielles qui ne contiennent pas de cellules tumorales. Ces masses sont donc
considérées a tort comme des masses tumorales résiduelles alors que les patients ont une
survie prolongée. C’est ainsi qu’est apparu un besoin de nouveaux critéres de réponse, reflets
plus fonctionnels que morphologiques du métabolisme des tumeurs et plus adaptés aux effets
des différents traitements et aux différentes tumeurs non plus basés uniquement sur la taille
des lésions mais aussi sur I’appréciation de leur vascularisation et sur la mesure de leur

densité.

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

Les effets des traitements ciblés anti-angiogéniques, comme 1’imatinib utilisé dans les
tumeurs gastro-intestinales stromales (GIST), ont pour conséquence de dévasculariser les
tumeurs sans en modifier significativement la taille, voire en 1’augmentant [38]. Les criteres
de Choi combinent les changements de densité des tumeurs exprimés en unités Hounsfield
et/ou de taille pour déterminer la réponse tumorale (Fig. 3). Selon Choi et al. une réponse

partielle est définie comme une diminution > 10 % de la somme des tailles ou bien une
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diminution > 15 % de la moyenne des densités des lésions cibles mesurée par TDM apres
injection, tandis qu’une maladie progressive est définie comme une augmentation > 10 % en
taille sans répondre aux critéres de réponse partielle sur le critére de densité. Chez les patients
atteints de GIST traités par imatinib, les critéres de Choi ont montré une corrélation
significativement meilleure avec le taux de survie que les criteres RECIST 1.1 [39]. Les
critéres de Choi ont été élargis a d’autres tumeurs traitées par anti-angiogéniques comme les
cancers du rein avec des résultats plus variables [40-42]. D’autres critéres ont alors suivis en
ajoutant des criteres de modifications densité aux critéres morphologiques seuls: Choi
modifiés, SACT, MASS [43, 44]. Cependant, en ajoutant des caractéristiques subjectives, ces

critéres se sont éloignés du concept initial de faisabilité et reproductibilité.

2.3.4 Cas particulier des lésions hépatiques

Les tumeurs hépatiques, en particulier le carcinome hépatocellulaire (CHC), ont en
imagerie en coupe un aspect et un comportement spécifique qui ont révélé des insuffisances
par rapport aux criteres de surveillance RECIST 1.1. Le foie est un organe qui se caractérise
par un double apport sanguin : la veine porte et I’artére hépatique dans des proportions
respectives de 75 et 25% dans les conditions normales. L’apparition d’'un CHC se fait
généralement sur un foie de cirrhose. Au cours de la cirrhose, du fait de remaniements fibreux
dans les espaces portes (lieu de mélanges des sangs issus de la veine porte et de 1’artére
hépatique) les rapports se modifient avec un apport hépatique sanguin provenant pour moitié
de la veine porte et pour moiti¢ de D’artére hépatique. Le CHC posséde quant a lui une
vascularisation artérielle hépatique exclusive. Cette caractéristique lui procure donc un aspect
lors d’une imagerie en coupe dynamique avec injection de produit de contraste tres spécifique
dit de « wash-in » / « wash-out ». Ce dernier correspond a un rehaussement maximal au temps

hépatique artériel qui disparait comparativement au parenchyme hépatique adjacent lors des
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phases veineuses et tardives. Cet aspect si particulier a rendu caduque la nécessite de preuve
histologique au diagnostic radiologique [45, 46]. L’utilisation de thérapies ciblées et de
thérapies guidées par 1’imagerie concoure a la modification de I’aspect des carcinomes
hépatocellulaires, en particulier avec I’apparition d’une hétérogénéité¢ de rehaussement. Ainsi
la persistance d’une portion rehaussée sur les phases précoces est en rapport avec un reliquat
tumoral tandis que d’autres portions, non rehaussées, correspondent a une bonne réponse au
traitement. Il a donc été suggéré de ne prendre en compte que les portions jugées viables de la
tumeur c¢’est-a-dire les portions se rehaussant aprés injection. Ces criteres EASL (european
association for the study of liver disease) et modified-RECIST prennent donc en compte la
somme des plus grands diameétres de la portion rehaussée (Tableau 2).

Il existe plusieurs limites a I’emploi des critéres utilisant la densité. Les délais
d’acquisition apres injection de 1’agent de contraste intraveineux (artériel précoce, artériel
tardif, portal et tardif) sont variables en fonction des pratiques des centres et doivent étre
respectés et reproductibles afin de ne pas introduire de pseudo-modifications liées a la
technique et non a un changement tumoral sous thérapie. De plus, I’injection de produit de
contraste peut ne pas étre possible chez un certain nombre de patients porteurs de cancers, qui

combinent souvent plusieurs facteurs de risque d’insuffisance rénale.
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Tableau 2. Criteres 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.

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

La MAYV est la consequence d'un défaut de développement du réseau artériolo-capillaire
entre artéres et veines aboutissant a la formation de communications artérioveineuse directes :
les «shunts ». Dans une MAYV, la succession artere-artériole-capillaire-veinule-veine, est
donc remplacée par la juxtaposition de shunts formant le « nidus ». En cas de MAV, I’absence

d’interposition des artérioles a forte résistance hémodynamique entre les systemes artériel et
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veineux entraine une circulation sanguine a haut débit et 1’établissement de vitesses
circulatoires élevées depuis le versant artériel en amont de la MAV jusqu’au systéme de

retour veineux en aval.

L’évolution des MAYV superficielles de la face est variable d’un patient a un autre et
pour un méme patient variable en fonction du temps. Certaines malformations peuvent étre
« dormantes » pendant plusieurs années puis devenir cliniqguement visibles suite aun
microtraumatisme (choc, traumatisme ou traitement inappropri€) [47] une stimulation
hormonale (poussée pubertaire, grossesse) ou spontanément [47, 48]. L’augmentation de
volume les rend symptomatiques avec survenue de douleurs, de saignements, d’un effet de
masse et surtout d’un préjudice esthétique pouvant devenir important. La chirurgie d’exérése
et ’embolisation (obstruction des artéres alimentant la 1ésion par du matériel étranger a type
de colle ou billes) constituent 1’arsenal thérapeutique des MAYV superficielles. Cependant, ces

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

La décision thérapeutique dépend actuellement de 1’age du patient, de 1’aspect clinique
de la MAV, de sa localisation, de son évolutivité, de son angio-architecture et de
I’envahissement en profondeur des tissus sains. Une MAV est décrite cliniquement en 4

stades successifs selon la classification proposée par Schobinger en 1995.

Classification de Schobinger :

e Stade I, phase quiescente : tache cutanée rose ou bleutée (« faux angiome plan »),
chaude, avec un shunt artério-veineux confirmé a I’échographie Doppler
e Stade II, phase d’expansion : majoration de la lésion qui devient pulsatile,

avec un thrill et un réseau veineux tendu et tortueux
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e Stade Ill, phase de destruction : stade Il compliqué de lésions cutanées avec
nécrose, infection, hémorragies et douleurs

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

Cependant ces critéres ont des limites. La distinction entre la phase quiescente et la
phase d’expansion est avant tout clinique, difficilement mesurable et quantifiable lors d’un
suivi longitudinal. Or c’est lors de la phase d‘expansion qu’une intervention thérapeutique
semble le moment le plus approprié. Le patient est alors asymptomatique et il est important de
sélectionner les patients chez qui le traitement serait le plus appropri¢ afin d’éviter d’exposer
inutilement les patients porteurs de MAV quiescentes a des traitements potentiellement
géneérateurs de complications. De plus, lors de traitements incomplets de volumineuses MAV,
il n’existe pas de critéres précis de suivi longitudinal et de détection de I’apparition d’une

récidive.
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2.3.6 Cas particulier de la carcinose péritonéale

La carcinose péritonéale correspond a une dissémination au sein de la cavité
péritonéale de toute tumeur dont I’origine n’est pas le péritoine. La carcinose péritonéale est
aussi souvent le stade terminal de la maladie en oncologie digestive et gynécologique. La
surface péritoneale est le second site anatomique de dissémination des cancers gastriques,
colorectaux et ovariens. Le diagnostic et le suivi de la carcinose péritonéale sont primordiaux.
En effet, I’avéenement de thérapeutiques efficaces comme la péritonectomie de réduction
tumorale complétée d’une chimiothérapie hyperthermie intrapéritonéale, requiert un
diagnostic précoce avec évaluation de I’extension et de la localisation permettant d’anticiper
les ablations d’organe avant que celles—ci ne s’avérent trop délabrantes ou engageant le
pronostic vital des patients. Les critéres morphologiques s’appliquent mal dans le cadre de la
carcinose péritonéale, pour plusieurs raisons : tout d’abord la taille des implants de carcinose
est souvent < 1cm, ceci correspondant alors dans les criteres RECIST 1.1 classiques a des
Iésions non-cibles. Ensuite, il existe différents types de carcinose péritonéale dont certaines
sont mucineuses, liquidiennes, constitutives du pseudo myxome péritonéal, et la mesure d’un
nodule n’est alors pas le reflet de I’extension de la maladie. Par ailleurs, la taille des implants
et leur nombre n’est pas le reflet de la résécabilité et donc de la survie des patients. Enfin 50%
des patients déceéderont sans présenter d’autres sites métastatiques.

Au point de vue de I’imagerie médicale, la TDM abdominale reste 1’examen
recommandé d’évaluation de la carcinose péritonéale. L’évaluation de la carcinose péritonéale
en imagerie est calquée sur 1’évaluation chirurgicale préopératoire. 1l a donc éte développe
des scores permettant de quantifier et d’évaluer la carcinose péritonéale. Ainsi le score le plus
utilise est le score de Sugarbaker (Figure 6) [49, 50], I’index de carcinose péritonéal (ICP).
L’abdomen est divisé en 9 régions et I’intestin gréle en 4 segments (jJéjunum proximal et

distal, et iléon proximal et distal). La taille de la masse tumorale est évaluée dans chaque

47



région et segment avec une échelle semi-quantitative allant de 0 a 3 (0 : pas de tumeur, 1:
tumeur de moins de 0.5cm, 2 : tumeur mesurant entre 0.5 et 5¢cm, 3 : tumeur de plus de 5 cm
ou plage confluente). Le score varie donc de 0 & 39. Dans son analyse, Sugarbaker montre que
les patients avec un ICP<20/39 ont un pronostic amélioré par la traitement chirurgical du fait

de la possibilité d’une exérése compléte [50].

Figure 6. Index de Carcinose Péritonéale de Sugarbaker.

Régions abdomino-pelviennes prises en | ,
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droit la coupole droite, espace rétro-hépatique droit

'
AN
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i épiploon, ligament falciforme
Péritoine diaphragmatique de la coupole gauche, 9 quadrants
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gauche sigmoide

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

6 - Pelvis : %
Douglas, recto-sigmoide

7 - Fosse iliaque

drolte Paroi pelvienne droite, ceecum, appendice

Colon ascendant, paroi pelvienne et abdominale

droite 4 segments
de l'intestin gréle

8 - Flanc droit

35 ; 2. Chéreau. 201(

L’évaluation de I'ICP radiologique par TDM est aujourd’hui la régle mais cette
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 de la taille des implants [51-55].
Marin et al. rapporte une sensibilité de 43% pour la lésion de moins de 5 mm, de 100% pour

les lésions de plus de 5 cm et de 87% pour les Iésions intermédiaires [55]. De méme, la
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sensibilité de détection des implants est meilleure dans certaines régions : 100% dans la partie
antérieure de I’abdomen et la surface hépatique et 40% dans le petit omentum ou sur la paroi
de l’intestin gréle. La spécificité était ¢levée dans toutes les régions sauf les segments
mésentériques. L’imagerie par résonance magnétique (IRM) peut elle aussi étre utilisée en
complément de la TDM, améliorant ainsi ses performances de détection notamment pour les
tumeurs mucineuses, en particulier dans le cas du pseudomyxome péritonéal [56-58]. En
effet, les implants de tumeurs mucineuses contiennent une grande proportion d’eau et se
voient donc particulierement bien en IRM. Il semble que I’interprétation de I’IRM soit plus

ardue et nécessite 1’expérience d’un lecteur sénior travaillant dans un centre spécialisé [58].
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2.4 Hémodynamique

2.4.1 Pression hemodynamique, tension pariétale

2.4.1.1 Au niveau de ’organisme

2.4.1.1.1 La boucle circulatoire

Le systeme circulatoire comprend une grande circulation ou circulation systémique,
située entre le cceur gauche et le cceur droit. L'aorte et les artéres de conduction puis de
distribution assurent I'apport en oxygene et en nutriments aux tissus et aux organes, les veines
drainent le sang qui a participé aux échanges capillaires vers le coeur droit. Le systéme
circulatoire comprend aussi une petite circulation ou circulation pulmonaire, située entre le
cceur droit et le cceur gauche qui apporte le sang désaturé aux poumons, lieu de I'hématose.
Les veines pulmonaires drainent le sang oxygéné par les poumons vers le cceur gauche d'ou il
est éjecté dans 1'aorte et la grande circulation vers I'ensemble de 'organisme. C’est le travail et
la force de contraction du ventricule gauche (création d’une pression hémodynamique et d’un

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

2.4.1.1.2 Circulation systémique

La circulation systemique se décline en différentes circulations locales placées en
paralléle les unes par rapport aux autres. La pression hémodynamique a I’entrée de chacune
est donc la méme : il s’agit de la pression artérielle. La pression hémodynamique a la sortie de
chacune est aussi identique : il s’agit de la pression veineuse centrale. Ainsi, c’est le niveau de
la résistance hémodynamique locale qui ajuste le niveau de debit sanguin qui traversera
chaque circulation locale (loi de Poiseuille).

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

C’est la valeur relative de la résistance hémodynamique locale qui va s’opposer plus ou moins
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fortement a I’écoulement du sang dans chacune des circulations locales qui va établir le
niveau du débit sanguin local, donc la distribution du débit cardiaque. La modification de
cette valeur relative entraine une « redistribution du débit cardiaque ».

Comme la résistance artériolaire systémique est tres élevée, le ventricule gauche doit
créer une pression hémodynamique élevée (de type artérielle) pour forcer le barrage
artériolaire, sa résistance, afin d’assurer le débit cardiaque. Apreés passage du barrage
artériolaire, les pressions hémodynamiques sont faibles dans les capillaires systémiques.
Comme ils n’offrent que peu de résistance hémodynamique, la chute de pression est faible,
elle reste parfaitement suffisante pour assurer le retour veineux jusqu’au cceur droit,
I’oreillette droite, ou la pression est presque nulle (pression veineuse centrale).

La finalité du systéme cardiovasculaire est ainsi d’assurer un débit cardiaque délivré a
pression artérielle suffisante pour couvrir les besoins métaboliques de 1’ensemble de
I’organisme, de chaque organe. Le systéme cardiovasculaire rempli ses fonctions en
maintenant 1’homéostasie du débit cardiaque (Qc) qui varie en fonction de ses deux facteurs
d’adaptation que sont :

1) Le volume d’¢éjection systolique (VES)

2) La fréquence cardiaque (FC)

La régulation de la pression artérielle (PA) s’équilibre avec le débit cardiaque grace au
niveau de résistance systémique totale (RST), dépendant directement des niveaux de
résistance hémodynamique élevée a 1’étage de chaque organe. Le systéme fonctionnant « en
boucle », ’homéostasie n’est assurée que grace a un retour veineux efficace qui alimente le
ceeur, afin qu’il maintienne son debit et la pression artérielle.

Ainsi, la contraction cardiaque (systole) génere 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 RST. A 1’état basal,
le débit cardiaque variant peu, ce sont les résistances périphéeriques qui se modifient, fluctuent

pour maintenir le niveau de pression sanguine (Figure 7).

PA = Qc x RST.

Figure 7. Schématisation d’un systéme a haute pression [59].
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2.4.1.2 Au niveau de I’organe

Le tonus vasomoteur des cellules musculaires lisses va modifier le diametre des
artérioles et donc, selon la loi de Poiseuille, réguler le niveau de pression sanguine. Le
systeme nerveux autonome, et particulierement sa branche sympathique, régle le niveau de la
RST pour maintenir la pression artérielle a I’étage de I’organisme afin de maintenir la
pression de perfusion de tous les organes. Une fois que I’homéostasie de la pression artérielle
est assurée, il existe un ajustement possible a chaque organe : la résistance hémodynamique
locale peut étre modulée par phénomene de vasomotricité, pour ajuster le débit sanguin local
et les apports nutritifs. Cet ajustement se fait sous contrle du systtme nerveux autonome,
c’est-a-dire dans des limites qui ne déséquilibrent ni la résistance systémique totale, ni le
niveau de pression artérielle donc de pression de perfusion de tous les organes.

Le réseau capillaire distal qui fait communiquer les artérioles et les veinules est
constitu¢ d’une matrice extracellulaire et d’une monocouche de cellules endothéliales assez
fine pour permettre les échanges d’eau, de gaz dissous, d’ions et de molécules nécessaires au
métabolisme des organes. Les transferts diffusifs intéressent les petites molécules gazeuses,
les glucides, les lipides et acides aminés et s’effectuent librement, suivant un gradient de
concentration, le long du capillaire, jusqu’a équilibre des concentrations de part et d’autre de
la barriére capillaire. Les transferts de liquides sont régis par 1’Equilibre de Starling ou
équilibre entre les pressions hémodynamiques et les pressions oncotiques, c’est a dire les
pressions osmotiques dues aux différences de concentration en protéines de part et d’autre de
la barriere capillaire ; les protéines étant des molécules de haut poids moléculaire ne
traversant pas librement cette barriere. Le maintien d’une résistance artérielle élevée est
fondamental pour abaisser la pression hémodynamique capillaire et eviter la fuite de liquide
dans linterstitium. La différence de pression hémodynamique entre le pdle artériolaire et le

pole veinulaire du capillaire systémique permet le passage de liquide vers I’interstitium a
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I’entrée du capillaire et sa réintégration dans le secteur plasmatique a sa sortie (Figure 8).
Une paroi capillaire incompléete ou altérée, la présence de micro vaisseaux néoformés sans
sphincter pré-capillaire efficace, modifient 1’équilibre des forces au sein des tumeurs
provoquant un cedéme et une augmentation des pressions tissulaires, et, secondairement un

collapsus des vaisseaux, une ischémie au centre des tumeurs ou metastases [31, 32].

Figure 8. Capillaire et pression efficace de filtration [59].
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L’adaptation du débit sanguin local aux modifications des besoins métaboliques se fait
grace aux phénomeénes de recrutement micro vasculaire et de vasomotricité artériolaire
modifiant ainsi la valeur de la résistance hémodynamique locale. Certains territoires en
situation de besoin métabolique recrutent et se vasodilatent, tandis que d’autres sans grand

besoin se vasoconstrictent et la 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
nécessite alors aucun travail cardiaque supplémentaire. Par contre, si la redistribution est
insuffisante, que la RST s’abaisse, le débit cardiaque doit augmenter pour maintenir, voire
augmenter la pression artérielle et la pression de perfusion d’organe. C’est le rble du systéeme
nerveux autonome et particulierement de sa branche sympathique de stimuler la contraction
cardiaque pour augmenter la force de contraction ventriculaire gauche et la fréquence
cardiaque pour augmenter le débit cardiaque. La régulation nerveuse 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
I’homéostasie hémodynamique centrale et périphérique méme en conditions d’augmentation
du métabolisme comme en cas d’exercice physique par exemple. Certaines situations
pathologiques s’accompagnent d’une baisse de la résistance hémodynamique locale comme la
création d’un lit vasculaire néoformé en cas de MAV. En cas de développement important,
ces lits vasculaires anormaux peuvent avoir un impact sur la valeur de la RST et obliger a une
augmentation permanente du débit cardiaque comme par exemple au stade 4 de la

classification de Schobinger.

2.4.1.3 Circulation hépatosplanchnique (cas particulier)

Les vaisseaux mésentériques irriguent un systeme capillaire entérique (intestins) que
draine la veine mésentérique supérieure; cette veine conflue avec la veine splénique (rate)
pour donner la veine porte. La veine porte se résout en un second réseau capillaire sinusoidal
dans le foie que drainent les veines sus-hépatiques vers la veine cave inférieure. On comprend
I'importance de cette disposition circulatoire particuliere pour assurer les phénomeénes

métaboliques de digestion : les nutriments sont absorbés au travers de la barriére intestinale et
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drainés directement vers les hépatocytes, sans passage systémique, pour transformation et

stockage puis libération différée.

2.4.2 Vitesse et débit

Le cceur confere au sang une énergie potentielle (pression hémodynamique) et une
énergie cinétique sous forme de vélocité sanguine dans toutes les artéres, les artéres 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

Ou - Q est le débit sanguin local, en ml/s
- v la vélocité sanguine, en cm/s.
- S la section orthogonale de ce vaisseau, en cmz2.

En raison des forces de friction du sang sur I’endothélium vasculaire et des forces de
frottement internes du sang, liées a sa viscosité, la vélocité n’est pas uniforme dans la lumiere
artérielle ; elle est plus élevée au centre du courant sanguin qu’au contact de 1I’endothélium.

Dans le cas d’un vaisseau rectiligne et de section réguliére parcouru par un débit
constant relativement faible, I’écoulement sanguin est laminaire, ¢’est-a-dire qu’il se fait selon
des lignes de courant stables. Cet écoulement obéit alors a la loi de Poiseuille et son profil de

vitesse est parabolique (Figure 9).
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Figure 9. Profil d’écoulement parabolique d’un fluide idéal [59].

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 :

APmt R*

Qv = 8 uL

- Qv = débit dans le vaisseau considéré, en ml/s

- R =rayon du vaisseau, en cm

- AP = différence de pression a I’entrée et a la sortie du vaisseau considéré, en mmHg
- L = longueur du vaisseau considéré, en cm

- 1 = viscosité sanguine, en Poise
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Au niveau des bifurcations artérielles et des sténoses, I'écoulement sanguin devient
turbulo-laminaire, voire rétrograde sur certaines parties de la surface de section artérielle. Les
conditions qui déterminent 1’aspect laminaire ou turbulo-laminaire d’un écoulement sont
fonction de sa vélocité v, (en cm/s), du diametre du vaisseau considéré (d en cm), de la
viscosité sanguine (u, en Poise) et de la masse volumique du sang (p, en g/cm®). Le nombre
de Reynolds (Re) est un nombre sans dimension qui exprime 1’importance relative des forces

d’inertie par rapport aux forces visqueuses. Il renseigne sur la stabilité de I’écoulement :

_vdp
n

Re

Lorsque le nombre de Reynolds est inférieur a 2300, 1’écoulement est laminaire.
Lorsque le nombre de Reynolds est supérieur a 2300, 1’écoulement peut devenir turbulent.
C’est le cas dans les premiers centimetres de l’aorte thoracique en raison de la vitesse
d’¢jection a la sortie du ventricule gauche. Les modifications brutales ou importantes de la
géométrie qui caractérisent les sténoses séveres, les bifurcations, 1’entrée dans les collatérales
ou autres obstacles a I’écoulement, peuvent étre a 1’origine d’instabilités localisées par

augmentation soudaine des vitesses.

2.4.3 Tension pariétale

La pression sanguine exerce sur les parois des vaisseaux une force perpendiculaire a la
surface endoluminale (Figure 10). Ces forces sont compensées par des forces intrapariétales
radiales et tangentielles exercées par les différents éléments de la paroi et s’opposant aux
effets de distension de la pression sanguine. Dans certain organe, la pression externe au

vaisseau peut ne pas étre nulle et c’est alors la différence de pression interne et externe au
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vaisseau ou pression transmurale qui entre en jeu. Ainsi, dans la direction radiaire, la tension
pariétale T est liée a la pression sanguine transmurale (P, en mmHg) et au rayon du vaisseau

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

Elle s’exprime mmHg.cm.

Figure 10. Représentation de la loi de Laplace sur un tube circulaire de longueur tres

supeérieure a son rayon. La tension pariétale est le produit de la pression transmurale par

le rayon interne.
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2.4.4 Force de cisaillement et remodelage artériel

Lorsque le sang s’écoule, il exerce une force de friction a la surface endothéliale. Cette
force se traduit par une contrainte dite de cisaillement (t) sur la paroi vasculaire qui est définie
comme le produit de la viscosité du sang et du gradient de vélocité sanguine.

La contrainte de cisaillement transmise a 1’endothélium par le courant sanguin tend a
déplacer I’endothélium et la couche intimale dans la direction de 1’écoulement. Dans le cas

d’un écoulement laminaire, la contrainte de cisaillement 1 est égale a

_ 4w
r

T

- Ou U représente la viscosité sanguine, en Poise

- r le rayon vasculaire, en cm

- v la vélocité sanguine maximale au centre du vaisseau, en cm/s
Elle s’exprime en dyne/cm?.

La contrainte de cisaillement ou Wall Shear Stress (WSS) des anglo-saxons est
adaptée dans des limites de normalité en fonction du diamétre circulant donc de la distance
par rapport au cceur. Le WSS est de 8 & 10 dynes/cm? pour les grosses arteres de conduction,
il s’éléve jusqu’a des valeurs de 40 a 50 dynes/cm? pour les artéres de petit calibre et les

artérioles [60].
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2.5 Structure compartimentale du vaisseau
Elle comprend trois secteurs :

1) Endoluminal, composé de cellules sanguines et endothéliales, de peptides et de
protéines plasmatiques ;

2) Médial, composé de cellules musculaires lisses et de matrice extracellulaire ;

3) Adventitiel, composé de tissu conjonctif et de terminaisons nerveuses capillaires

(Figure 11).

igure 11. Structure compartimentale d’un vaisseau s i ori
Figure 11. Struct partimentale d’ i anguin artériel
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2.5.1 Endothélium

L’intima est successivement compos¢ de 1’endothélium, de la membrane basale et de
sa couche sous-endothéliale puis de la limitante élastique interne.

Les cellules endothéliales sont orientées dans le sens des forces de cisaillement qui

leur est appliquée [61]. La surface luminale des cellules endothéliale est recouverte d’un
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glycocalyx chargé négativement dont le role essentiel est anticoagulant. Le transport
endothélial se fait par transcytose et le passage des petites molécules au travers de la barriére
endothéliale se fait par les espaces intercellulaires. Les cellules endothéliales sont reliées
entre elles par des jonctions serrées (tight junctions) et des nexus (gap junctions). Les
cellules endothéliales peuvent se contracter sous I’effet d’agents vasoactifs tels que la
thrombine, les catécholamines, I’histamine, la sérotonine, 1’angiotensine II ou la sérotonine.
La contraction des cellules endothéliales induit un élargissement des espaces intercellulaires
et donc une augmentation de la perméabilité endothéliale. Le taux de renouvellement
cellulaire est faible, de I’ordre de 1-2 cellules pour 1000 cellules endothéliales par jour, mais
peut aller jusqu’a 10 pour 100 cellules par jour dans des régions soumises a des contraintes
de cisaillement élevees. Les cellules endotheliales influencent la vasomotricité et la
prolifération des cellules musculaires lisses. L’endothélium joue un role essentiel d’interface
entre le sang circulant (protéines plasmatiques, peptides, cellules sanguines) et la média de
la paroi artérielle responsable de la vasomotricité. 1l transmet les messages de la phase
plasmatique a la phase viscoélastique de la média.
La lame basale est composée de micro fibrilles de collagéne de type IV et de

glycoprotéines. Elle constitue le support et le guide de la régénération de I’endothélium.

La couche sous-endothéliale est occupée par des fibres conjonctives de 1’élastine et du

collagéne, des protéoglycanes et quelques cellules musculaires lisses.
La limitante élastique interne est une couche fenétrée de tissu ¢€lastique d’environ 70 a

100 nm d’épaisseur.
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2.5.2 Média

La média est principalement constituée de cellules musculaires lisses et de matrice
extra cellulaire. Cette derniére est composée de fibres élastiques, de fibrilles d’élastine, de
faisceaux et fibrilles de collagéne, et de protéoglycanes. On peut distinguer les artéres de
conduction ou arteres élastiques et les artéres de distribution ou arteres résistives.

Les artéeres de conductance (aorte et les premieres branches collatérales) se
caractérisent par une proportion relative de fibres élastiques plus importante que la proportion
de fibres musculaires. Cette particularité confére a la paroi de ces artéres une compliance
artérielle basse. Les fibres élastiques s’opposent a une déformation trop importante sous
I’effet de la pression artérielle systolique et maintient la structure du vaisseau pendant la
diastole.

Les artéres de distribution (des artéres de petit calibre jusqu’aux artérioles) ont quant a
elles une proportion de fibres musculaires croissante, de maniere inversement proportionnelle
a leur calibre. Cette particularité conféere a ces artéres des propriétés de vasomotricité
permettant la dilatation en cas d’augmentation transitoire de débit sanguin local [62]. Cette
propriété est aussi le vecteur et le stimulus principal des phénomenes de remodelage
vasculaire en cas de modification permanente du débit sanguin local réglé par le niveau de la

résistance hémodynamique locale.

2.5.2.1 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
permettant de communiquer avec la matrice extracellulaire et les cellules environnantes. Il
existe une grande hétérogénéité dans I’expression phénotypique de ces 3 fonctions des

cellules musculaires lisses en situation normale et au cours des différents processus
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pathologiques. Ainsi, au cours de I’athérosclérose il existe une migration des cellules
musculaires lisses vers 1’endothélium s’accompagnant alors d’une expression phénotypique
de type myofibroblastique responsable d’une perte du potentiel contractile au profit d’une
fonction sécrétoire. De facon similaire, lors d’une mise en culture cellulaire la fonction
contractile des cellules musculaires lisses de la média disparait au profit de la fonction
sécrétoire qui varie en fonction des phases prolifératives ou quiescentes.

La contraction des cellules musculaires lisses de la média passe par la création de
ponts actine-myosine. Ces interactions entre protéines contractiles sont inexistantes lors de la
phase de relaxation compléte. Cette contraction est dite tonique par opposition a la contraction
rythmique des cellules musculaires lisses cardiaques. En effet, c’est le relargage du calcium
contenu dans les sites de stockage intracellulaire qui modifie la concentration calcique dans le
cytosol et qui induit I’entrée de calcium extracellulaire vers le milieu intracellulaire par de
canaux calciques membranaires permettant le maintien d’une concentration élevée de calcium
libre intracellulaire responsable du maintien de I’interaction actine-myosine et donc de la

contraction.

2.5.2.2 Matrice extracellulaire

La matrice extra cellulaire est composée de fibres élastiques d’¢lastine, de collagene
(type I et type III) et d’une substance fondamentale composée de protéoglycanes qui ont une
grande affinité pour les lipoprotéines de faible densité qui forment alors des complexes
insolubles. Les protéines constituant la matrice extracellulaire, les glycoprotéines,
protéoglycanes et collageénes sont d’importants modulateurs de la croissance des cellules
musculaires lisses de la média. L’adhérence entre les cellules musculaires lisses et la matrice

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

L’adventice est composé de fibres de collagénes et de fibroblastes. Elle est traversée
par le vasa vasorum, et des filets nerveux et lymphatiques. La vascularisation de la paroi des
gros vaisseaux est assurée a la fois par le vasa vasorum adventitiel et par le flux sanguin
endoluminal. L’imbibition a partir du flux sanguin endoluminal suffit pour les arteres de petit
calibre & paroi moins épaisses. La stimulation des cellules musculaires lisses de la media se
fait via les récepteurs alpha (vasoconstriction) et béta (vasodilatation) par action des fibres
nerveuses sur les myocytes de la couche externe qui transmettent aux cellules sous-jacentes

I’excitation a 1’aide de seconds messagers.
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2.6 Propriété des vaisseaux

2.6.1 Régulation locale du débit vasculaire d’un organe

Les cellules musculaires lisses de la média des arteres sont responsables du tonus
vasomoteur. Elles sont donc la cible des communications extracellulaires initiées soit par
I’endothélium (dite centrifuges) soit par les terminaisons nerveuse adventitielles (dites
centripétes) qui générent et modulent le niveau de contraction ou de relaxation des cellules

musculaires lisses [62].

2.6.1.1 Vasoconstriction

La vasoconstriction des cellules musculaires lisses est essentiellement de type centripete.
Ainsi les catécholamines et les peptides du systeme rénine-angiotensine-aldostérone sont
libérés a la jonction neuromusculaire située a 1’interface entre 1’adventice et la média. De
demi-vie courte, I’action de ces peptides est limitée dans I’espace et c’est grice a
I’organisation syncitiale des cellules musculaires lisses que les signaux intracellulaires
générés se propagent d’une cellule a I'autre. Les mécanismes vasoconstricteurs sont soit
diffus, et représentés par les catécholamines et le systeme rénine-angiotensine-aldostérone,
soit locaux, essentiellement représentés par I’endothéline, le thromboxane A2 et la
prostaglandine H2, les anions superoxydes et I’hypoxie.

Les catécholamines stimulent les récepteurs al-adrénergiques couplés a la voie des
phosphoinositols au niveau des jonctions neuromusculaires adventitielles. Le systeme rénine-
angiotensine fait intervenir la rénine secrétée par 1’appareil juxta-glomérulaire et
I’angiotensinogene secrété par le 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, la stimulation B-adrénergétique et le rétrocontrole négatif de 1’angiotensine Il. La
rénine clive I’angiotensinogene en angiotensine I qui est ensuite transformé en angiotensine 11
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par ’enzyme de conversion. L angiotensine II stimule alors les récepteurs a I’angiotensine II
de type 1 (AT-1) des cellules musculaires lisses qui sont couplés & la voie des
phosphoinositols qui modulent la contraction des cellules musculaires lisses via la libération
de métabolites vasoactifs comme I’endothéline. Le récepteur AT-1 est en outre capable de
stimuler la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires en induisant la
transcription de facteurs de croissance comme le PDGF A (Platelet derived growth factor) ou
le TGFP1 (Transforming growth factor).

Localement, 1’endothéline 1 couplée au récepteur de I’endothéline de type 1 induit une
vasoconstriction via ’activation de la phospholipase C. La libération d’endothéline est
inhibée par le NO et les contraintes de cisaillement élevées. L’étirement des cellules
musculaires lisses stimule localement la sécrétion et la synthese du thromboxane A2 et de la
prostaglandine H2, aux effets vasoconstricteurs antagonistes. Enfin les anions superoxydes
dégradent localement le NO et diminuent sa demi-vie et son action. Les situations qui
génerent la production de radicaux libres sont nombreuses, incluant 1’hypercholestérolémie,
I’ischémie/reperfusion, 1’hypertension et I’insuffisance cardiaque. Enfin 1’hypoxie induit une
dysfonction endothéliale en favorisant la synthése d’endothéline-1 et en inhibant celle de la
nitric oxyde synthase (NOS) de type Ill, endothéliale. A long terme, I’hypoxie induit un
remodelage vasculaire positif en favorisant la prolifération cellulaire par la synthése de
facteurs de croissance PDGFf, VEGF et le développement de la matrice extracellulaire par la

synthese de collagéne 1V.

2.6.1.2 Vasodilatation
A T’opposé, les facteurs vasodilatateurs sont locaux. Les communications vasodilatatrices
centrifuges, initiées par 1’endothélium, sont prépondérantes dans les arteéres de conductance ou

elles modulent le diametre artériel en fonction de 1’activité métabolique d’aval. En revanche
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dans les artérioles, ce sont les communications vasodilatatrices centripetes qui prédominent et
qui modulent le diamétre artériolaire en fonction de 1’activité métabolique environnante.

Les facteurs vasodilatateurs principaux sont le NO, les prostacyclines et 1’endothélium
derived hyperpolarizing factor (EDHF). Tandis que les prostacyclines et le NO sont
prépondérants dans les artéres de conductance, I’EDHF est essentiellement présent dans les
artéres de résistance en synergie avec le NO.

Le NO est un facteur important de la vasodilatation, il est particulierement impliqué par
les modifications des forces de cisaillement. Il est synthétisé dans les vaisseaux par 1’action
catalytique de la NOS de type IlI, endothéliale, sur la L-arginine, pour former du NO et de la
L-citrulline [63]. La NOS de type Il est calcium-calmoduline dépendante et est exprimée a la
surface des membranes plasmiques des cellules endothéliales. La NOS de type Il est associée
a une structure membranaire appelée cavéole sensible aux variations de contraintes
hémodynamiques (Figure 12). La NOS III va y étre associée a la cavéoline qui I’inhibe ou a
la calmoduline qui I’active. Sous 1’effet de 1’augmentation des contraintes de cisaillement
endothélial la NOS III se dissocie de la cavéoline et s’associe a la calmoduline avec pour
conséquence la production de NO [64]. Le NO va ensuite activer 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 lisse [65]. Enfin le NO exerce un
rétrocontréle négatif sur la production des récepteurs AT-1 responsable de la vasoconstriction

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

control Shear stress

»é L
- .

\ s

Cav-1 imteraction

Caveolae with eNOS

-

@i cvvated Banal NO
T oNOS +1v~ ductor

g eNOS (active - dimer) :Ill?' eNOS (inactive) dimes P Phospt

Les prostacyclines sont des antiagrégants plaquettaires puissants et un vasodilatateur de
demi-vie plus longue que celle du NO. Ubiquitaire, sa syntheése et sa libération sont stimulés
par des agonistes et par les contraintes de cisaillement [66]. La production de prostacyclines
est directement dépendante des contraintes de cisaillement et de leur pulsatilité [67].

Dans les artérioles, les communications centripetes prédominantes passent par les voies de
I’adénylate monophosphate cyclique (AMPc). Quand I’activité métabolique des cellules
musculaires périphériques augmente, la libération d’adénosine, de demi-vie bréve induit ne
vasodilatation locale des artérioles terminale. L’hyperhémie métabolique qui en résulte
provoque une augmentation des vitesses de circulation sanguine locale et des contraintes e
cisaillement a D’interface sang - paroi responsable d’une vasodilatation des arteres de

conductance du territoire concerné.
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2.6.2 Interaction vasomotricité et vasotrophicite

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
¢été démontré in vitro et in vivo que l’angiotensine Il augmente la synthése protéique et
favorise la multiplication cellulaire en favorisant 1I’expression de proto-oncogeénes c-fos et c-
myc et en augmentant la production de facteurs de croissance tels que le PDGF [68-70].
Cependant cet effet semble nécessiter une augmentation de la tension pariétale. En effet, il
apparait que des situations avec une forte stimulation de la sécrétion d’angiotensine II ne
suffisent pas a modifier 1’épaisseur vasculaire pariétale : dans le cas de la dépression sodée
par exemple ou de la coarctation de 1’aorte inter rénale. Dans ce dernier cas, malgré une
puissante stimulation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone, il n’est observé de
modification de 1’épaisseur pariétale aortique qu’en amont de la sténose. Il semble donc qu’il
y ait nécessité d’une action synergique hormonale et mécanique afin d’obtenir une réponse
vasotrophique proliférative. Des effets analogues a ceux observés avec 1’angiotensine II ont
été rapportés avec d’autres effecteurs vasoactifs : endothéline, stimulation alpha-sympathique,
bradykinine [71, 72].

A Dopposé, il a été démontré que la sécrétion de NO inhibait la prolifération des
cellules musculaires lisses et I’hyperplasie intimale [73-76]. Le NO via le GMPc induit une
diminution de synthése endothéliale de PDGF et d’endothéline ainsi qu’une diminution de
I’expression des protéines d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1). Les variations des forces de

cisaillement inhibent donc la prolifération intimo-médiale via les effets inhibiteurs du NO.
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2.7 Remodelage vasculaire, interactions contraintes hémodynamiques / paroi
artérielle

2.7.1 Géomeétrie du vaisseau : le rayon

Le rayon du vaisseau est considéré comme une grandeur qui entre dans la définition
des contraintes hémodynamiques. En effet, le rayon du vaisseau intervient dans le calcul des
forces de cisaillement et de tension pariétale. Ainsi, la contrainte de cisaillement T est

inversement proportionnelle au rayon r :

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
taux de calcium libre intracellulaire endothéliale, modifiant 1’activité de la NOS, par
conséquent la production du NO et la relaxation musculaire lisse sous-jacente [77]. Plus
précisément, 1’augmentation des forces de cisaillement active 1’expression de I’ARN
messager de la NOS et la production de NO par les cellules endothéliales. Le NO diffuse dans
les cellules musculaires lisses sous-jacentes et active la guanylate cyclase soluble, avec pour
conséquence une relaxation du vaisseau par augmentation du GMPc. Au contraire, une
diminution des contraintes de cisaillement entraine une diminution du calibre d’un vaisseau.
Cette diminution de calibre passe par une diminution de I’expression de la NOS endothéliale

et donc de la production de NO et de GMPc. Cette interaction dépend donc de la présence de
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I’endothélium comme source de NO.

Parall¢lement, 1’augmentation ou la diminution du calibre entraine une modification
des tensions pariétales appliquées au vaisseau. L’augmentation des tensions pariétales a pour
effet une stimulation des cellules musculaires lisses. Celles-ci vont alors modifier le tonus
vasomoteur locorégional et entrainer une modulation de leur patron d’expression génique qui
va induire le remodelage vasculaire. Ainsi, la relaxation musculaire lisse associée au
remodelage vasculaire locorégional va aboutir & une normalisation des contraintes

hémodynamiques de cisaillement a I’interface entre le sang et le vaisseau.

2.7.2 Interaction tension pariétale / remodelage vasculaire

L’augmentation de la pression sanguine et/ou du diameétre vasculaire a pour
conséquence une augmentation de la tension pariétale exercée essentiellement sur la média du
vaisseau. La distension des fibres de collagénes de la matrice extracellulaire entraine via les
intégrines un étirement des cellules musculaires lisses et un épaississement du cytosquelette.
Les intégrines sont des protéines ubiquitaires hétérodimériques qui sont responsable de
I’adhésion du cytosquelette a la matrice extracellulaire. Les intégrines transmettent les
signaux mécaniques au cytosquelette et entraine une production de NO. Ce phénoméne
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 masse musculaire et du contenu en élastine et en collagene de la matrice
[78-80]. A I’inverse, une diminution des tensions pariétales induit une diminution du contenu

en collagene et une hypoplasie cellulaire [81].

2.7.3 Interaction force de cisaillement / remodelage vasculaire

Les variations du diamétre vasculaire induites par les contraintes de cisaillement sont
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locales et ne concernent que le vaisseau ou ces contraintes sont appliquées. Elles sont
indépendantes de I’innervation artérielle et des changements de pression artérielle [82]. Le
moteur principale de ces variations de diametre est la cellule musculaire lisse qui seule, ne
détecte pas les contraintes de cisaillements < 100 dynes/cm? [83]. C’est en fait 1’endothélium

qui répond aux variations de débit et de contraintes de cisaillement (Figure 13).

Figure 13. L’endothélium, effectuer principal des forces de cisaillement [59]
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En effet, une artere désendothélialisée ne répond plus aux variations des forces de
cisaillement [83]. Il a été mis en évidence que la diminution des contraintes de cisaillement
endothéliales induisait un retard de croissance de 1’artére associé a une réduction de diamétre,
et une altération des propriétés élastiques par diminution de son contenu en élastine [84, 85].
Au contraire, une augmentation des contraintes de cisaillement induit 1’augmentation de la
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sécrétion de facteurs de croissance et une hypertrophie [86]. Les contraintes de cisaillement
agissent directement sur la membrane plasmique endothéliale a I’interface sang/vaisseau par
deux moyens.

Le premier est une stimulation d’un site primaire situé a 1’origine de la transmission de
seconds messagers biochimiques/électrophysiolologiques.

Le second est la stimulation de différents sites reliés au cytosquelette. Ce phénomene

est appelé mécanotransduction.

2.7.4 Mécanismes biomoléculaires sous-tendus

Les cellules endothéliales agissent comme une interface de détection pour la
transduction des forces hydrodynamiques. Des études suggérent que les intégrines, le
récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) (Flk-1), les canaux
ioniques, les récepteurs couplés aux protéines G, ainsi que des molécules d'adhérence telles
que la molécule d'adhésion cellulaire des cellules endothéliales des plaquettes participent a la
détection de la contrainte de cisaillement par les cellules endothéliales. Plusieurs molécules
sont impliquées dans la détection de la force mécanique appliquée a la surface membranaire
des cellules endothéliales 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
endothéliales et entrainer 1’augmentation de la production de NO, via la transcription de
I’ARN messager de la NOS de type III [87-89]. Il existe des canaux non sélectifs aux
contraintes de cisaillement a la surface de la membrane plasmique des cellules endothéliales
dont I’activité est proportionnelle a I’intensité des contraintes de cisaillement, avec un
maximum d’activité pour une valeur de 20 dyne/cm? [90]. Il s’agit de canaux potassique de

type «inward rectifying K channels » qui entrainent une hyperpolarisation de la cellule
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responsable d’un gradient €lectrochimique qui conduit une entrée de calcium par des canaux
calciques voltages-dépendants [91]. Il a été démontré que la libération de NO était dépendante

de ces canaux potassique calcium dépendants [92].

Figure 16. Réponses des cellules endothéliales aux contraintes de cisaillement [93].
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Plus spécifiquement dans les conditions de I’angiogenese tumorale, les néovaisseaux
tumoraux pathologiques sont caractérisés par un remodelage phénotypique leur conférant une
spécification de type artérielle. Les marqueurs de spécificité artérielle tels que Notch-1,
éphrine B2 ou neuropiline-1 sont retrouveés a la surface des cellules endothéliales tumorales.
Certains suggérent que des modifications de débit sanguin local et de pression interstitielle
pourraient étre a 1’origine de cette expression phénotypique [94]. 1l a été démontré dans un
modele d’embryogenése que I’inversion du flux dans une membrane chorioallantoidienne

supprime 1’expression de certains marqueurs de spécification artérielle.
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De plus, il a été démontré dans un modele de CHC génétique murin exprimant
I’antigéne T de SV 40 sous le contrdle du promoteur de I’antithrombine III que des marqueurs
de spécificité artérielle tels que Notch-4 étaient surexprimés dans les sinusoides selon une
cinétique superposable a la cancérogenese [95]. Ainsi, les changements phénotypiques acquis
au cours de I’angiogenése seraient responsables de modifications hémodynamiques

inductibles par la masse tumorale et donc du remodelage vasculaire.
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2.8 Moyens d’études

Afin d’évaluer les forces de cisaillement et leur effet sur les artéres il est nécessaire
d’avoir acces au diamétre vasculaire et a la vitesse sanguine instantanée. Il existe
essentiellement deux moyens d’imagerie non invasive permettant d’obtenir ces

informations : 1’échographie Doppler et I’IRM vélocimétrique par contraste de phase.
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2.8.1 Echographie Doppler

L’échographie Doppler est une méthode d’imagerie non invasive utilisée en routine
clinique basée sur I’utilisation des ultrasons. Développée initialement a des fins militaires lors
de la seconde guerre mondiale pour la localisation des sous-marins, 1’échographie s’est
ensuite développée dans le milieu médical avec de nombreuses applications dans les
domaines de 1’obstétrique, de la physiologie cardio-vasculaire et de [’oncologie.
L’échographie bidimensionnelle a été initialement décrite par Ian Donald en 1958 & partir de
I’analyse des masses abdominales chez la femme [96]. Appliqué au systéme vasculaire, elle
permet une analyse morphologique de la paroi des arteres (artériosclérose, athérome, sténose,
thrombose). Le principe est celui de 1’émission d’une onde ultrasonore qui traverse des
milieux de densité liquidienne puis qui réfléchit une partie de son énergie a chaque interface
traversée. La réflexion de cette onde ultrasonore produit une onde de moindre puissance en
sens inverse. Le délai entre 1’émission de I’onde et sa réflexion ainsi que 1’intensité de 1’onde
réfléchie permet d’extraire des informations sur la nature de I’interface réfléchissante et sa
profondeur. Ces informations peuvent alors étre traduites en niveaux de gris avec une
information qualitative (nature de I’interface traversée) et localisatrice (profondeur de
I’interface par rapport a la source émettrice).

L’échographie est ainsi, une modalité d’imagerie non vulnérante, c’est-a-dire sans
utilisation de rayon ionisant ni injection de produit de contraste dans ses conditions
habituelles d’utilisation. En outre, elle autorise une résolution spatiale ¢élevée, grace a
’utilisation de sondes permettant 1’émission de hautes fréquences. Enfin, du fait de son
caractere non irradiant, elle autorise 1’application continue d’un faisceau ultrasonore sur une
structure permettant d’étudier son évolution quasiment en temps réel. Cette dernicre
caractéristique a permis de développer 1’échographie Doppler. Le Doppler étudie les données

cinétiques issues d’un corps en mouvement. Découvert en aolt 1842 par Johann Christian
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Doppler en observant les changements de couleur (longueur d’ondes) des étoiles lorsqu’elles
s’approchent ou s’éloignent de la Terre. L’effet Doppler a ét¢ initialement décrit pour 1’étude
du mouvement des parois et des valves cardiaques en 1956 puis I’étude des flux sanguins en
1959 [97] par Shigeo Satomura. Les développements des deux méthodes combinées pour
I’exploration vasculaire ont été considérables depuis les années 70 - 80. Le Doppler
vasculaire permet une analyse hémodynamique des écoulements dans les arteres, in situ, en
regard des 1ésions, comme en aval, afin d’évaluer le retentissement régional. Le changement
de fréquence d’une source d’ondes en déplacement relatif peut donc étre enregistré et il est
possible d’en déduire la vitesse de déplacement. Plus précisément, lorsqu’un faisceau
d’ultrasons émis par une source rencontre une cible fixe, la fréquence réfléchie par cette cible
est identique a la fréquence émise. Lorsque la cible se déplace, la fréquence réfléchie est
différente de la fréquence émise. Cette différence (AF) entre la fréquence d’émission (Fe) et la
fréquence de réception (Fr) s’appelle la fréquence doppler (Figure 14). Si les fréquences
d’émission et de réflexion sont en MHz, la AF est kHz c’est-a-dire dans la gamme des sons
audibles par ’oreille humaine ; il suffit donc de mettre en série un amplificateur audio pour
entendre le son Doppler [98]. Ainsi, I’effet doppler permet de déceler le mouvement des

hématies dans un vaisseau. La fréquence doppler AF s’exprime par la relation suivante :

2 Fe V cos6
C

AF = Fr — Fe =

— Fe : fréquence d’émission de la sonde, en Hz ;
— Fr : fréquence de réception de la sonde, en Hz ;
—V : vitesse des éléments figurés dans le vaisseau, en cm/s ;

— 0 : angle entre 1’axe du vaisseau et I’axe du faisceau ultrasonore ;

79



— C : vitesse moyenne des ultrasons dans le corps humain (1 540 m/s) ;
La fréquence d’émission est en général comprise entre 2 et 20 MHz. Le choix de la
fréquence d’émission résulte d’un compromis entre I’atténuation de 1’onde ultrasonore
(fonction de la fréquence et de la profondeur de I’examen) et le pouvoir de rétrodiffusion des

organes qui croft avec la fréquence (en fait selon Fe*, loi de Rayleigh).

Figure 14. Méthode d’échographie Doppler [59]
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Le développement du Doppler pulsé a permis d’échantillonner spécifiquement une
structure d’intérét a une profondeur donnée. La possibilité de coupler le Doppler a
I’échographie simultanément a permis de déterminer cette zone d’intérét. Les progres en
termes de miniaturisation, de calcul et de mémoire de stockage immédiat ont ensuite permis
d’obtenir quasi - instantanément I’information Doppler en tout point d’un champ

d’exploration échographique grace aux possibilit¢ d’émission et de réception multiples des
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ondes ultrasonores (systeme multiportes multilignes) ; une image des déplacements des
éléments figurés du sang dans les vaisseaux, du signal doppler codé en couleur est ensuite
superposée a 1’image échographique bidimensionnelle. Les structures vasculaires ainsi
visualisées a 1’écran, il est possible d’apporter et d’ajuster au diamétre vasculaire circulant
une fenétre de Doppler pulsé pour enregistrer et analyser en temps réel rapidement 1’analyse
spectrale du signal pour ensuite mesurer un tres grand nombre de paramétres circulatoires.
Pour analyser 1’ensemble des vitesses circulatoires dans un vaisseau, on utilise
I’analyse spectrale, qui exprime graphiquement la totalité des fréquences contenues dans le
signal doppler. A I’ensemble des hématies d’une région d’intérét correspond un ensemble de
fréquences Doppler appelé spectre de fréquences. L’analyse du spectre en temps réel est

possible par I'utilisation d’une Transformée de Fourier rapide.
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2.8.2 IRM vélocimétrique par contraste de phase

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est une méthode d’imagerie non
irradiante décrite initialement 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 sur elle-méme de la particule
(le spin). L’IRM étudie les modifications de I’aimantation des noyaux d’hydrogéne d’une
substance soumise a un champ magnétique statique fixe élevé (B0, en Tesla). En présence de
ce champ magnétique, tous les atomes s’orientent selon le sens d’orientation de ce dernier et

tournent sur leur axe avec une fréquence angulaire (o, rad/s) :

o =7B0

Ou vy est le rapport gyromagnétique propre a chaque noyau, en MHz/Tesla.

L’application d’une onde de radiofréquence a la fréquence de résonance du noyau ®
permet un transfert d’énergie perturbant 1’équilibre du systéme en désorientant les atomes. Le
retour a 1’équilibre d’un atome ainsi en rotation décrit une double précession qui confére une
aimantation avec une composante double dite relaxation longitudinale et relaxation
transversale : T1 et T2. Ces deux types de relaxation vont permettre d’extraire un signal
¢lectrique mesurable. Plus précisément, c’est I’espace fréquentiel du signal qui est recueilli et
c’est grace a une transformée de Fourier inverse que l’on pourra obtenir une image
compréhensible par 1’ceil humain.

Les parametres du T1 et du T2 vont étre ajustés afin d’obtenir différents contrastes
fonction de la concentration de proton, de la température, de la concentration en oxygéne, ou
du flux sanguin permettant une caractérisation tissulaire. Il existe différentes séquences IRM

permettant d’obtenir des informations morphologiques, mais aussi fonctionnelles, c¢’est-a-dire
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décrivant une fonction d’un tissu. Parmi les séquences d’imagerie fonctionnelle on peut citer :
la diffusion, la perfusion, la spectroscopie, 1’élastographie, I’IRM d’activation cérébrale ou
encore I’angiographie par résonance magnétique.
L’angiographie par résonance magnétique peut se faire par deux méthodes :
1. Par injection d’un produit de contraste dont on suit I’évolution dans la
circulation sanguine
2. Sans injection, en exploitant les phénomeénes de flux a I’intérieur de chaque
vaisseau.

Ainsi, I’angiographie en contraste de phase repose sur le déphasage des spins
mobiles en fonction de leur vitesse de déplacement le long d’un gradient magnétique
linéaire bipolaire (Figure 15). Les images sont acquises avec un gradient d’encodage des
vitesses choisi par I’utilisateur pour identifier la plage de vitesses dans laquelle les spins se
déplacent. Lors de I’application du premier lobe du gradient (Gd+), les spins subissent un
déphasage dépendant de leur position sur I’axe X [99]. Avec I’application du second
gradient (Gd—), de méme intensité et durée mais de polarité inversée, le déphasage des
protons stationnaires est annulé alors que celui des protons en mouvement (A¢) devient

proportionnel a leur vitesse de déplacement.
Ap=yGVT?
ou
- 7 correspond au rapport gyromagnétique, en MHz/Tesla

- G correspond a I’amplitude du gradient, en mTesla/m
-V correspond a la vitesse des protons en m/s

- T correspond au temps d’application d’un des gradients, en ms
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Figure 15. Représentation schématique du principe de la vélocimétrie par contraste

de phase en IRM [99]
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La transformée de Fourier fournit 2 types d’informations: une information sur
I’amplitude du signal (imagerie en magnitude) et une information sur la phase (imagerie en
phase). L’imageric en magnitude se traduit par une image morphologique (Figure 16).
L’imagerie des flux en contraste de phase donne acces a la quantification des vitesses et des
débits sanguins. Le plan d’acquisition doit étre perpendiculaire au vaisseau d’intérét. Les flux

se dirigeant vers I’examinateur sont codés en noir, ceux s’en éloignant en blanc.
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Figure 16. IRM en contraste de phase dans ’artére pulmonaire (AP) avec quantification
des flux [99].

(a) image en magnitude, anatomique en coupe oblique dans le plan de I’AP ; (b) image en

contraste de phase.

Les limites de cette technique concernent les flux complexes ou turbulents a 1’origine de
déphasages intra-voxels et d’une perte de signal au niveau de boucles vasculaires, de
bifurcations ou de sténoses. Il est nécessaire de réaliser une synchronisation cardiaque
simultanée lors de ces séquences, soit a I’aide d’un électrocardiogramme soit d’un oxymeétre
de pouls. En effet la durée d’acquisition des séquences est supérieure a la durée de la systole
cardiaque. L’IRM synchronisée avec le rythme cardiaque permet donc de s’assurer que
chaque partie de 1’image est enregistrée au méme moment du cycle cardiaque [99]. Une autre
difficulté de ’IRM en contraste de phase est de s’affranchir des mouvements respiratoires du
patient qui peuvent perturber la quantification des flux. Il est donc nécessaire de contrdler le
mouvement respiratoire du patient soit a ’aide d’une ceinture pneumatique soit a I’aide d’un
contr6le au niveau du diaphragme qui va détecter la différence de contraste entre le foie et
I’air des poumons afin de synchroniser la séquence a la respiration du patient. Enfin, pour la
précision des mesures, I’acquisition doit étre réalisée dans un plan perpendiculaire a I’axe du
flux.
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Cette imagerie de quantification des flux a été appliquée aux valves cardiaques, aux
vaisseaux cérébraux, au tronc porte et aux arteres hépatiques, et au flux de liquide céphalo-

rachidien intracranien [100-105].
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2.9 Hypothese de travail

Un besoin de critéres fonctionnels d’évaluation et de suivi de I’activité angiogénique
tumorale apparait pour différents modeles de néoangiogenese tumorale et non tumorale. Ces
criteres fonctionnels d’évaluation et de suivi doivent aller au-dela des critéeres morphologiques
et qualitatifs de rehaussement en imagerie en coupe afin de renseigner sur la dynamique

d’évolutivité d’une 1ésion néoplasique.

La relation qui lie le débit sanguin local a la pression de perfusion et la résistance
hémodynamique locale s’applique dans tous les vaisseaux de I’organisme. L’artére considérée
se divise en arteres de calibre de plus en plus petit mais la surface cumulée de section du
systeme augmente modérément. Comme le systéme artériel est tres peu résistif, la pression de
perfusion reste la pression artérielle jusqu’au niveau artériolaire. A chaque division
correspond une partition du débit dans les différentes branches collatérales et la résistance

hémodynamique artériolaire s’exerce de toute fagon a la distalité du systeme (Figure 17).

1/QtRt = Zn [1/QRhn]

k=0
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Figure 17. La pression de perfusion (AP) des organes est identique dans un systéme a

haute pression [59].
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La néo angiogenéese consiste en la création de novo d’un arbre vasculaire a partir de
vaisseaux préexistants. Cet arbre vasculaire néoformé posséde des caractéristiques propres qui
différent du réseau micro vasculaire physiologique par I’existence de communications
artériolo-veinulaire directes et d’une perméabilité¢ endothéliale accrue. Ces caractéristiques
concourent a la diminution de la résistance périphérique a I’écoulement sanguin (Rh) de
I’arbre vasculaire de 1’organe ou s’est greffé le réseau néoformé. En effet, conformément a la
loi de Poiseuille, la résistance hydraulique dépend de la longueur du vaisseau (L) qui est

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

importante.

Afin de maintenir le débit de perfusion de I’organe « hdte » pour permettre d’assurer
son fonctionnement normal et d’assurer la vascularisation du tissu tumoral, il est nécessaire
d’augmenter le débit sanguin dans I’artére afférente d’amont (Q) alors que la pression de

perfusion reste plus ou moins constante (P).

P = Q.Rh

Or, cette augmentation du débit dans une canalisation dont le diamétre initial (S) reste
identique en 1’absence de remodelage artériel immédiat passe nécessairement par une

augmentation des vitesses circulatoires (V).

01 =S1.V1

L’augmentation des vitesses circulatoires majore les forces de cisaillement a
I’interface sang/endothélium. Cette augmentation s’accompagne d’une stimulation de la voie

du NO endothéliale avec phénoménes 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 vasodilatation aurait pour conséquence une augmentation de la tension
pariétale qui est responsable d’un réarrangement des cellules musculaires lisses et de leur
prolifération concourant & une augmentation de 1’épaisseur du vaisseau pour rétablir la
contrainte circonférentielle. Enfin cette augmentation de calibre vasculaire a pour objectif une
normalisation des forces de cisaillement par normalisation de la vitesse d'écoulement

sanguine.

Q2 = S2.V2

Le débit de ’organe « hote » s’est donc adapté a I’apparition de cette greffe tumorale,
c’est-a-dire a augmenté. Cette augmentation a été rendue possible aprés 1’augmentation
transitoire pendant plusieurs semaines des vitesses circulatoires, aboutissant & un remodelage

artériel abouti.

L’hypotheése de travail est donc qu’il existe une adaptation hémodynamique a
I’augmentation des besoins métaboliques d’un organe générée par une greffe tumorale. Plus
précisément, lorsque le réseau vasculaire néoformé est en cours d’expansion, les vitesses
circulatoires et les forces de cisaillement sont augmentées dans le vaisseau nourricier afin
d’augmenter le débit sanguin, tandis que le calibre du vaisseau est en cours d’adaptation. Le
diamétre du vaisseau augmente avec un certain retard par rapport a I’expansion vasculaire
jusqu’a un état d’équilibre (remodelage expansif). Lorsque le réseau vasculaire néoformé est
stable, quiescent ou contrdlé, le calibre du vaisseau est adapté, le débit se stabilise et les
vitesses circulatoires (donc les forces de cisaillement appliquées a I’endothélium) sont

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
vaisseau s’adapte avec un certain retard et diminue pour un retour & la normal du débit

sanguin, des vitesses et du calibre artériel (remodelage régressif) (Figures 18 & 19).
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Figure 18. Arbre vasculaire normal [59].
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Figure 19. Néoangiogenése stable et progressive [59].
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Dans une maladie stable le diamétre artériel est adapté a la chute des résistances imposées par
I’expansion du lit vasculaire. Les vitesses et les contraintes de cisaillement sont normalisées et
le débit est augmenté. Dans une maladie progressive, 1’artére n’a pas eu le temps de s’adapter,

les vitesses, les debits et les contraintes de cisaillement sont augmentés.

92



Au total, le niveau du débit sanguin dans I’artére afférente d’amont serait le reflet du
« volume » du réseau micro vasculaire néoformé. Les forces de cisaillement et les vitesses
sanguines mesurees dans le vaisseau afférent seraient le reflet du déphasage de la dynamique
de survenue des événements a 1’étage de I’artere afférente et a I’étage du lit micro vasculaire
avec trois états possibles : expansion, stabilité ou régression. Le calibre du vaisseau nourricier
afférent serait alors la variable d’ajustement qui va permettre au vaisseau d’adapter les

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

Dans les modeles murins, les moyens d’étude actuels de la circulation sanguine sont
limités par la taille des vaisseaux dont les diametres ne sont pas mesurables de maniére assez
précise et reproductible. Mais, dans ces modeéles on a acces a la vitesse circulatoire qui est
aussi le reflet de ’expansion par I’augmentation de débit sanguin local. Tandis que chez
I’homme on a accés au diametre du vaisseau et aux vitesses circulatoires donc au débit et aux

forces de cisaillement qui s’y appliquent.

L’objectif de ce travail était donc de vérifier cette hypothese dans différents types de
réseaux vasculaires néoformés : dans un modele de tumeur hépatique primitive d’origine
génétique chez la souris, dans un modéle greffe tumorale de pseudomyxome péritonéal chez
I’homme et de cancer de 1’ovaire chez la souris et chez la femme et enfin dans un modé¢le de

malformation artérioveineuse superficielle de la face chez ’homme.
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3. PARTIE 2 : CONTRIBUTIONS ORIGINALES

94



Applications dans le Diagnostic et Suivi de 4 pathologies tumorales

3.1 Carcinome hépatocellulaire chez la souris

Barral M, Raballand A, Dohan A, Soyer P, Pocard M, Bonnin P. Preclinical Assessment of
the Efficacy of Antiangiogenic Therapies in Hepatocellular Carcinoma. Ultrasound Med

Biol 2016;42 :438-446.

3.1.1 Introduction

De nouvelles thérapies ciblées, en particulier des thérapies antiangiogéniques, peuvent
désormais étre utilisées pour offrir un traitement plus efficace sur le carcinome
hépatocellulaire [106]. Mais la nécessité d'une quantification de l'angiogenése devient
primordiale avec le développement de nouveaux outils permettant de surveiller la réponse
aux nouveaux medicaments antiangiogéniques [107]. Cependant, le réle du traitement
antiangiogénique dans le traitement du CHC est actuellement limité aux maladies au stade
avancé [108, 109]. L’option thérapeutique de premiére ligne pour les patients inéligible a
un traitement radical de résection tumorale (2 savoir, altération de I’état général, invasion
vasculaire ou extension extra-hépatique) consiste en 1’administration orale d’une
chimiothérapie, le sorafenib. Le sorafenib est un inhibiteur multikinase qui posséde des
propriétés antiprolifératives et antiangiogéniques et dont I’administration chez les patients
atteints de CHC avec une cirrhose compensée permet une augmentation de 37% de la
survie globale (équivalent a un gain de 2 a 3 mois de vie) [110]. Cependant, ce traitement
est colteux et a des effets secondaires importants puisque 30% des patients doivent arréter
leur traitement [110]. 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 du traitement [111].
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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 considéres
comme un standard de référence dans I'évaluation de la tumeur et de la réponse aux
traitements antiangiogéniques [112-117]. En effet, I’évaluation de la réponse tumorale a la
chimiothérapie systémique en oncologie est actuellement basee sur les critéres RECIST 1.1
[35]. Les critéres RECIST 1.1 incluent uniquement des critéres morphologiques (nombre et
taille des lésions) et ne prennent pas en compte les modifications vasculaires induites par
de nouvelles thérapies ciblees telles que les traitements antiangiogéniques [118]. Plus
récemment, les nouveaux criteres RECIST-modifiés 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 traitements, des outils d'imagerie fiables et robustes doivent d'abord étre testés
lors d'études précliniques utilisant différents modeles animaux.

Nous avons étudié 1’activité antiangiogénique et anti-tumorale de certaines molécules
utilisées dans le traitement du CHC humain sur un modéle murin de CHC, qui présente une
forte croissance tumorale et un potentiel angiogénique élevé [121-123]. Dans ce modéle,
c’est tout le foie qui est I’objet d’une transformation maligne, pas seulement quelques
parties ou nodules tumoraux comme chez 1’homme. Nous avons précédemment déterminé
la croissance tumorale et le potentiel angiogénique élevé de la tumeur du foie développée
dans ce modéle en utilisant a plusieurs reprises une échographie Doppler. Il a ensuite été
prouvé dans ce modele que les mesures du volume héepatique et des vitesses sanguines dans
I’artére hépatique moyennée dans le temps et dans ’espace, fournissaient un moyen utile,
reproductible, et non invasif de suivi de la croissance tumorale et de la néoangiogenese
[121, 122, 124].

Le but de la présente étude était donc double :

96



1. Premicrement, évaluer le potentiel de 1’échographie Doppler & quantifier et a
surveiller la néovascularisation tumorale dans le modele murin de CHC.

2. Deuxiémement, établir un protocole fiable et reproductible pour surveiller la
réponse tumorale & un traitement antiangiogénique, consécutive a I'administration

de deux traitements : le bevacizumab et le sorafenib.

3.1.2 Resultat et conclusion

Dans cette étude, nous avons constaté que le volume du foie mesuré par échographie et
les vitesses moyennes dans I’artére hépatique augmentaient de maniére significative et
suivaient la progression du stade de la maladie. En ce qui concerne les effets des traitements
antiangiogéniques chez les souris ASV-B transgéniques, nous avons constaté que le sorafenib
était supérieur au bevacizumab pour ralentir I'angiogenese et la progression du volume du foie.
Dans ce modele de CHC murin, le bevacizumab n'a démontré aucune efficacité. Ces résultats
refletent ceux observés dans les essais cliniques dans lesquels le sorafenib est préféeré au
bevacizumab dans le traitement du CHC avancé [120, 125]. De plus, il a été démontré que la
progression tumorale des souris ASV-B était principalement sous la gouvernance du PIGF et
que la contribution du VEGF était négligeable [116]. Le sorafenib est un inhibiteur de
multikinase ayant des effets antiprolifératifs et antiangiogéniques. Ces effets semblent
prédominants chez les souris ASV-B, ce qui pourrait expliquer I'efficacité de cette molécule
sur la diminution du volume du foie et sur les vitesses sanguines moyennes dans 1’artére
hépatique et le tronc ceeliaque.

Les résultats de notre étude suggérent que la mesure les vitesses sanguines moyennes
mesurées dans le tronc cceliaque par échographie Doppler et la mesure du volume du foie
pourraient étre considérées comme des outils précieux pour surveiller la progression tumorale
et l'angiogenése au cours d’essai préclinique et pour évaluer les effets de nouveaux

médicaments antiangiogéniques. Le protocole d’évaluation des effets antiangiogéniques et
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anti-tumoraux utilisant la souris transgéniques ASV-B et 1’échographie Doppler séquentielle
au cours de la croissance tumorale est maintenant utilisé dans le laboratoire pour faire la

preuve de I’efficacité de nouveaux candidats-médicaments en 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.
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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-
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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

106



446 Ultrasound in Medicine and Biology

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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3.2 Pseudomyxome péritonéal chez I’homme
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Bonnin P. Post-operative wall shear stress in the superior mesenteric artery:
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cytoreductive surgery for pseudomyxoma peritonei. Eur J Surg Oncol. 2019 Mar 6.
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3.2.1 Introduction

Le pseudomyxome péritonéal (PMP) ou maladie gélatineuse du péritoine est une
tumeur rare du péritoine d’origine appendiculaire le plus souvent et qui est caractérisée par
une atteinte péritonéale diffuse, mucineuse et paucicellulaire. Le PMP souffre de
difficultés diagnostiques liées a [D’absence de marqueurs biologiques ou
anatomopathologiques spécifiques et fiables. Son diagnostic repose sur un faisceau
d’arguments clinico-biologico-radiologiques. Le traitement chirurgical par cytoréduction
complete et chimiothérapie hyperthermie intra péritonéale (CHIP) permet une
augmentation significative de la survie des patients avec une survie globale de 1’ordre de
70% [126]. Toutefois, la survie des patients depend de la totalité de la résection, du grade
de la tumeur et de I’état général du patient. En cas de résection incomplete avec une
maladie résiduelle macroscopique, la stratégie de traitement est débattue. Certains patients
ont une maladie agressive avec une récurrence précoce des symptémes (douleurs

abdominales et dénutrition), et devraient relever d’un traitement systémique. D'autres
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patients sont atteints d'une maladie lentement progressive avec une qualité de vie
conservée et des symptdmes limités qui justifient d’une surveillance active. A ce jour, il
n’existe aucun critére clinique, biologique ou pathologique fiable permettant d’évaluer
I’activité du PMP et de distinguer les PMP agressifs des moins 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 critéres standardisés bien établis comme ceux
utilisés pour les tumeurs solides.

Il a été démontré sur un modele de xénogreffe orthotopique de PMP sur souris
Nude que les vitesses moyennes dans D’artére mésentérique supéricure (AMS)
mesurées par échographie Doppler étaient augmentées et que leur diminution était
corrélée a I’effet d’un traitement antiangiogénique (bevacizumab) [127].

Les objectifs des deux études étaient d'évaluer chez les patients atteints de PMP
les performances de la mesure par échographie Doppler dans ’AMS des vitesses
circulatoires, des débits et des forces de cisaillement

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

2) En postopératoire chez les patients avec une maladie résiduelle

macroscopique afin de prédire I’évolution de la maladie.

3.2.2 Résultats et conclusions

Ces deux études ont mis en évidence une augmentation significative des vitesses
circulatoires et des débits dans ’AMS des patients atteints de PMP corrélée a 1’étendue
de la maladie. Par ailleurs, nous avons constaté en postopératoire chez les patients ayant
une résection chirurgicale incompléte, que la mesure de la vitesse et des forces de
cisaillement aide a distinguer un PMP agressif et d’un PMP lentement progressif. En

effet, les patients ne présentant pas de maladie résiduelle ou une maladie lentement
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évolutive aprés une chirurgie présentaient des vitesses et des forces de cisaillement
normales par rapport aux témoins. Tandis que les patients avec une maladie progressive
un an apres la chirurgie, objectivée par la rechute clinique radiologique et biologique 6
mois aprés l’examen échographie Doppler, avaient des vitesses et des forces de
cisaillement plus élevées. Des forces de cisaillement mesurées a plus de 12,1 dynes /
cm? et une vitesse moyenne augmentée, mesurées dans I’AMS étaient associées a un
moins bon pronostic chez les patients présentant une maladie résiduelle avec une
sensibilité et une spécificité de 100%. L’augmentation des forces de cisaillement en
amont refléterait un remodelage artériel expansif en cours, consécutif a I’extension
actualisée du réseau vasculaire pathologique. Par ailleurs, la réalisation d’un remodelage
artériel (c’est-a-dire I’augmentation du diamétre artériel) avec pour conséquence la
normalisation des forces de cisaillement reflétait la stabilit¢ du PMP quel que soit le
niveau de débit. Enfin, la mesure des forces de cisaillement est plus indicative sensible
et prédictive que celle du diametre interne de I’artére, du débit ou des vitesses
circulatoires moyennes dans I’AMS pour prédire I'évolution clinique un an apres la

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
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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

(73] — Group-2

— Group-3

0.0 |

0 6 12 18 24 30 36 42
Overall Survival (months)
Patients at risk

Group-1: 22 19 18 15 13 12 12 4
Group-2: 16 16 14 13 1" 8 5 4
Group-3: 11 8 7 6 3 3 2

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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Patients” baseline characteristics, Doppler ultrasonography and laboratory findings.

Group-1 (n = 22

Group-2 (n = 16)

Group-3 (n = 11)

One-way or two-way

ANOVA, p value

Age Mean 56 58 57 0.874
(years) (SD) (14 (13) (14)
[range] [26—76] [35—73] [34—87]
Gender Women 15 o 6 0.172
Men 7 10 5
Grade Low 19 12 9 0.671
High 3 4 2
PCl1 Mean 16 31 33 <0.001
(5D) an (7 (6)
[range] [0—39] [20—39] [23—39]
Affected areas count Mean (SD) 7 12 13 <0.001
[range] (5) (0 ()
[1—13] [9—13] [12—13]
Delay between diagnosis ~ Mean (SD) 34 7 55 0.181
and surgery [range] (56) (8) (90)
(month) [0—159] [1=31] [2—258]
Post- yes 0 5 3 0.360
operative chemotherapy  no 23 11 8
Before After Before After Before After Between groups  After/Before
CRS CRS CRS CRS CRS CRS p value p value
SMA BFV Mean 378 2 4k 510 406 572 645 <0.001 0.069
(mL/min) (SD) (151) (46) (146) (101) (184) (107)
[range] [220—=779] [150—265] [338—840] [265—630] [265—889] [528-773]
Delay Mean 1.0 - 1.0 - 0.9 - 0.941 -
Doppler-US/Surgery (5D) (0.8) (0.7) (0.7)
(month) [range] [0.3—2.5] [0.2—2.3] [0.2—-2.7]
Delay Mean — 10.4 — 9.7 — 98 0.961 —
Surgery/ (SD) 2.0 (2.3) (2.3)
Doppler-US [range] [7.0—11.9] [5.1—11.8] [6.1—11.6]
(month)
ACE (pg/) Mean 41 6 16 82 31 51 0.762 0.581
(5D) (87) )] (20) (241) (25) (1D
[range] [1—=304] [1—16] [1=50] [1—600] [1—-67] [39—60]

SD standard deviation, PCI Peritoneal Cancer Index, SMA BFV Blood flow volume in the superior mesenteric artery, CRS cytoreductive surgery; *p < 0.05,

< 0,001 after vs before CRS.

Blood tests

Pre- and post-operative CEA serum levels were not
different among the 3 groups (Table 1).

Discussion

This study demonstrates that pre-operative BFV
measured in the SMA with Doppler-US correlates with sur-
gical PCI and might be helpful to predict resectability.
SMA BFV measurements showed an interesting predicting
value for incomplete resection (sensitivity of 68.2% and
specificity of 78.9%). Moreover, we found that post-
operative SMA BFV may help discriminate between
aggressive and slowly progressive PMP in patients who
have incomplete surgical resection, with a sensitivity of
80.0% and a specificity of 93.3%. This technique may
help early stratify patients with a poor prognosis and those
who might benefit of additional chemotherapy. Conversely,
patients with slowly progressive PMP as identified using

post-operative BFV measurement may be considered for
withdrawal from therapy.

We found that patients who had complete CRS and HI-
PEC (group-1) had post-operative SMA BFV values similar
to those of healthy controls. These patients are assumed to
have a very good prognosis. The return to normal BFV
values in the SMA after surgery suggests the absence of re-
newed tumor vascular network development and thus the
absence of recurrence of the PMP. Conversely, a persis-
tently high SMA BFV one year after surgery suggests
continued progression of the tumor vasculature to meet
metabolic needs, thus reflecting recurrence of the disease.

According to Poiseuille’s law, local BFV is adjusted by
variations of local hemodynamic resistance.'® When tumor
tissues develop on or in an organ, metabolic demands in-
crease, inducing sprouting angiogenesis from the vascular
network of the native organ, resulting in an extension of
the micro-vascular network downstream from the feeding
artery of the affected organ. Local hemodynamic resistance
thus falls and the BFV in the feeding artery increases.
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Figure 3. (a) Blood flow volume (BFV) in the superior mesenteric artery
(SMA) before and after surgery. (*p < 0.05, **p < 0.01, baseline BFV
in the SMA related to the patients groups; #p < 0.05; #p < 0.01, BFV
measured before and after surgery < 0.001, BFV measured after sur-
gical treatment related to patients groups). (b) Polynomial regression be-
tween blood flow volume (BFV) measured in the superior mesenteric
artery (SMA) and peritoneal carcinomatosis index (PCI) before surgery.
Tumours grade are noted with coloured dot. (¢ low grade, @ high grade).

Although it has been suggested, but only in small-scale
studies, that tumor grade correlates with vascularity and de-
gree of enhancement on MRI or degree of glucose uptake
on positron emission tomography.”*' pre-operative SMA
BFV did not correlate with tumor grade in our study. More-
over, it has been suggested that CEA levels may aid follow-
up decisions in high grade PMP, but serum CEA levels did
not reflect tumor activity, PCI or disease free survival.>?

There was no difference in survival between patients
with low and high grade PMP in our series, but this might
be because of the low rate of high grade patients. As PMP is
rare and high grade PMP less frequent than low grade PMP,
validation of criteria predicting the grade would require a
larger number of patients which is rarely achieved in imag-
ing studies.”

Unresectable high grade PMP is usually treated with
chemotherapy and there is no consensus on the manage-
ment of unresectable low grade PMP. Our study shows
that SMA BFV might be helpful to stratify patients with
indication of antiangiogenic treatment (high-perfused
PMP).*'® Our hypothesis was that a decrease in SMA
BFV was related to the decrease in tumor burden and to
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Figure 4. (a) Graph shows ROC curves for pre-surgical BFV in differenti-
ating between patients with resectable PMP (group-1) and patients with
unresectable PMP (groups-2 and -3). The area under the curve was
0.794 [95%CL 0.650—0.932]. A pre-operative BFV > 450 mL min !
yielded a sensitivity of 68.2% and a specificity of 78.9%for predicting
incomplete resection (group-2 or -3). (b) Graph shows ROC curves for
post-surgery BFV in differentiating between patients with aggressive
PMP (group-3) and patients with slowly progressive PMP (group-2). The
area under the curve was 0.827 [95%CI: 0.565—1.00]. A post-operative
BFV =530 mL min~' yielded a sensitivity of 80.0% and a specificity of
93.3% for the diagnosis of aggressive disease (group-3).

the decrease of angiogenic activity of the tumor. This func-
tional relationship has been previously shown in a murine
model of PMP.'®

While our cohort was small (49 patients), it was neverthe-
less sizeable for a single-center prospective study PMP and a
rare disease. Our rare cancer group network (RENAPE)
treated ~ 100 patients affected by PMP during the last 10
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years. Follow-up was in some cases compromised by distance
from patients home and the hospital. In addition, because of
advanced age (>80 years) some patients were excluded
from the HIPEC procedure. This could explain why we did
not observe recurrence in group-1 patients. The current study
should thus be expanded to other reference centers to validate
BFVas abiomarker of disease activity, particularly in combi-
nation with MRI. Doppler-US offers a quantitative evaluation
of SMA BFV. Although the technique is known to be
operator-dependent, the application of strict procedural mea-
surement protocols reduces inter-observer variation.

In conclusion, our results suggest that post-operative
BFV measured in the SMA with Doppler-US helps differen-
tiate aggressive versus slowly progressive PMP in patients
who had incomplete surgical resection. This technique
may allow the early identification of patients who may
benefit from post-operative chemotherapy and those who
have achieved full benefit from therapy (CRS £+ HIPEC).
Moreover, we found that pre-operative BFV correlates
with surgical PCI and might be helpful to predict resect-
ability. Assessment of BFV in the SMA may thus serve as
a quantitative biomarker that adds functional information
to diagnostic morphological techniques. Doppler-US imag-
ing is a widely accessible, cheap, easy-to-repeat and non-
invasive modality that could allow functional evaluation of
tumor progression to be included in future decision algo-
rithms and scoring systems. Our study is the first to report
measurement of the BFV in the SAM to follow the progres-
sion of a peritoneal disease. This study represents the neces-
sary pilot study to establish the proof of concept but needs
further validation by multicenter clinical trial.
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Background: After incomplete cytoreductive surgery (CRS), the assessment of pseudomyxoma peritonei
(PMP) progression remains challenging. The objective was to assess the efficacy of wall shear stress
(WSS) measured in superior mesenteric artery {SMA) to predict PMP progression in the postoperative
setting to propose additional treatments.
Methods: In a prospective study, 52 patients with PMP had Doppler-ultrasound examination of the SMA
with WSS calculation within one year after CRS with a mean follow-up of 43.3 + 18.3 months. Patients
were categorized according to the completeness of CRS and clinical outcome: Group-1 (n = 19): complete
CRS and no recurrence, group-2 (n= 20): incomplete CRS with slowly progressive disease (alive at 2
years without severe clinical symptoms), group-3 (n = 13): incomplete CRS and severe clinical symptoms
or dead within two years. Results of WSS were compared between groups and to 24 healthy subjects.
Results: WSS measured in the SMA was superior in Group-3 (19.6 +8.2 dynes/cm?) than in Group-2
(9.2+ 1.8 dynesjcm?, p=110"5), Group-1 (104 +2.8 dynesjcm?, p=8.10"°), and healthy patients
(8.7 + 2.8 dynes/cm?, p=9.10"7). One year after surgery, among patients with incomplete CRS a cut-off
value of 12.1dynes/cm? allowed distinguishing patients without from those with severe disease pro-
gression with a sensitivity of 100% and a specificity of 100% (p < 110"} AUC= 1.000 [95%Cl: 0.897

1.000].
Conclusion: Post-operative assessment of the WSS in the SMA in patients with incomplete CRS for PMP
should be considered as biomarker of tumor progression in the postoperative setting. Therefore, WSS
could be useful to target patients needing adjuvant systemic chemotherapy one year after CRS.

© 2019 Elsevier Ltd, BASO ~ The Association for Cancer Surgery, and the European Society of Surgical

Oncology. All rights reserved.
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Introduction flow volume (BFVol) and blood flow velocity (BFVel) in the superior

mesenteric artery (SMA) [4,5]. Curative treatment combines com-

Pseudomyxoma peritonei (PMP) is a rare peritoneal tumor
characterized by intra-abdominal mucinous ascites with a low
cellularity but a sustained tumor angiogenesis [1-3]. Thus, PMP is
responsible of a consistent and permanent increase of the blood
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plete cytoreductive surgery (CRS) and hyperthermicintraperitoneal
chemotherapy (HIPEC) [6]. In case of incomplete CRS with macro-
scopic residual disease, treatment strategy is debated. Some pa-
tients have an aggressive disease with early recurrence of
symptoms including abdominal pain and malnutrition, and should
require systemic treatment. Other patients experience a non-
progressive disease with a good quality of life and limited symp-
toms that are managed with a “wait and see” strategy. In our
practice, we propose a systemic chemotherapy in case of high grade
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PMP, if recurrence, and, conversely, a “watchful waiting” strategy in
case of low grade PMP even if extended residual disease with
altered general status. To the best of our knowledge, no prognosis
factor is effective and disease progression remains difficult to pre-
dict [1,2]. Thus, predictive factors are urgently needed in order to
propose a personalized strategy, adapted to the patient and to the
disease.

It has been demonstrated that tumor angiogenesis results in a
drop in vascular impedance and induces strong upstream hemo-
dynamic modifications [4,5,7,8]. Consequently, changes in BFVol
and BFVel in the SMA have been previously suggested as a
biomarker of disease progression in PMP [4,5]. In patients with
PMP, it has been demonstrated that BFVol measured in the SMA one
year after surgery is able to predict tumor progression [4].

Increases in metabolic needs result in a transient increase of the
BFVol, BFVel and wall shear stress (WSS) that stimulates endo-
thelium derived nitric oxide (NO) production [9]. As it happens in
the native conduit artery supplying an organ with permanent
augmentation of the metabolic needs, the continuous up-
regulation of the endothelial NO synthase is responsible for long-
term structural arterial remodeling [10,11]. This arterial remodel-
ing consists in permanent arterial diameter enlargement, wall
thickening, and fibrosis [10,12—14]. More precisely, arterial
remodeling aims to reestablish baseline mechanical conditions,
particularly the WSS [15—17].

Here, we hypothesized that microvascular angiogenesis in PMP
exposes the SMA to continuous elevated BFVol, BFVels and WSS
which could consecutively initiate arterial remodeling. It has been
demonstrated even in atherosclerosis and hypertension that arte-
rial remodeling evolves over a relatively long time-course (over few
months in humans) [18]. Periods of growth of the PMP vascular
network would lead to lasting elevated BFVols and submit the
feeding arteries to transient periods of arterial remodeling. Thus,
imbalance between arterial inflow and downstream microvascular
network expansion would result in increased WSS. Conversely,
during periods of stability or PMP remission, achievement of

Table 1
Patients’ characteristics.

arterial remodeling processes with SMA inner diameter enlarge-
ment would lead to the normalization of the BFVel and WSS
although BFVol remains elevated.

WSS measured in the afferent arteries of superficial arteriove-
nous malformations {(sAVM) has been previously demonstrated as a
simple reliable criterion to distinguish progressive from stable
sAVM. WSS should be considered to monitor patients with facial
sAVM and to guide the therapeutic strategy [19]. The objective of
this study was to assess the efficacy of WSS measured in the SMA
using Doppler ultrasound to predict PMP progression in the post-
operative setting.

Patients and methods

The institutional review board (IRB) approved the study (1D
GRIVIL 09-11-016), all patients gave their informed consent. All
patients had a peritoneal exploration and determination of the
peritoneal carcinomatosis index (PCl) during a CRS. The
completeness of CRS determined the decision to perform HIPEC
[20—24]. All patients had a pathological analysis with an evaluation
of the tumor grade according to the WHO classification [ 1]. Doppler
ultrasound was performed in the SMA 16.3 + 5.7 months [min-
max: 7.6—24.8 months] after CRS (+HIPEC), with a mean follow-
up of 43.3 +18.3 months [min-max: 9.6—53.9 months]| after sur-
gery. All patients had serum tumor markers measurements of
carcinoembryonic antigen (CEA) and carbohydrate antigen 19-9
(CA 19-9) at the same time of Doppler Ultrasound. The use of post-
operative systemic chemotherapy or bevacizumab was noticed in
Table 1; this use was not driven by the Doppler ultrasound findings
and the clinical practitioner or the surgeon was blind of these
findings.

Patients were distributed into 3 groups according to their clin-
ical outcome. Completeness of resection was graded according to
Sugarbaker's complete cytoreduction (CCR) score as follows: CCRO:
no residual tumor; CCR1: residual tumor < 0.25 cm; CCR2: residual
tumor between 0.25 and 2.5cm; CCR3: residual tumor >2.5cm

Controls Group-1 (CCRO-1, Group-2 (CCR2-3, Group-3 (CCR2-3, X2 test p One-way ANOVA (between Cont., G1, G2, G3 or between
(n=124) stable) stable) progression ) value G1,G2,G3)
(n=19) (n=20) (n=13)
Age (years)
Mean 43 57 64" 65** p<0.001
(sDy  (13) (14) (8) (12)
[range] [22—69] [33-78] [52-73] [46—87]
Gender [Patients (n)]
Women 10 13 3 9 0.091 -
Men 14 6 17 3
PCI [Patients (n)]
Mean — 18 357 29 0.002
(SD) 9 5 4
[range] [1-27] [30-39] [24-36]
Grade [Patients (n]]
Low - 16 6 7 0.182 -
High 3 2 6
Delay between diagnosis and surgery (years)
Mean — 3.1 1.0 14 0.291
(SD) (46) (1.4) (1.5)
[range] [0.1-10.1] [0.2-42] [0.1-3.3]
Post-operative chemo therapy [Patients (n)]
yes - 0 2 2 0.088 -
no 0 0 0
Post-operative bevacizumab [Patients (n)]
yes - 0 1 1 0516 -
no 0 0 0

Note. 5D standard deviation, PCI Peritoneal Cancer Index at surgery, CCR complete cytoreduction score; “p < 0.005, **p < 0.001: vs controls; {p <0.005: vs group-1; -: NA.
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[23]. Group-1 (n=19): patients with complete resection (CCRO)
and HIPEC without any recurrence within three years after surgery;
Group-2 (n = 20): patients with incomplete resection (CCR1, CCR2
or CCR3 score) and slowly progressive disease: alive 3 years after
surgery or at last during follow-up without progression of the
disease (i.e. progression-free). Group-3 (n=13) included patients
with incomplete resection (CCR1, CCR2 or CCR3 score) with active
progressive disease. Progression was defined as follows: clinically,
patients with active progression had performans status=>1 or were
dead related to the disease within 3 years after surgery, whereas
patients with slow progression were alive 3 years after surgery or at
last during follow-up without progression of the disease (i.e.
progression-free) with a performans status <1. Carcinoembryonic
antigen or carbohydrate antigen 19-9 elevation was considered as
biological criteria of progression or recurrence. The onset of new
mucinous deposit on cross-sectional imaging (magnetic resonance
imaging or computed tomography) within 6 months was consid-
ered as a recurrence or active progression. Patients' characteristics
are reported in Table 1. The cohort of patients was partly previously
described in a study aiming to determine the modifications of the
BFVols in the SMA (30/52 patients; 57%) [4].

Doppler Ultrasound

Ultrasonographers were blind to past history, clinical and
radiological examinations of all patients and inversely the clinical
practitioner or the surgeon and the radiologist were blind from the
results of the Doppler Ultrasound.

Method of measurement of Doppler ultrasound values have
been previously published [4,7,8,25]. Briefly, Doppler-US was per-
formed after an overnight fast at rest in patients in semi-seating or
seating position to minimize the gas interposition between the US
probe and the SMA. SMA inner diameter measurements were
performed using M-mode with an echograph ACUSON 52000
(Siemens, Erlangen, Germany) equipped with a curvilinear trans-
ducer type CH4-1 (3.5 MHz). Spatial-average-time-average (Mean-
BFVel) velocity was measured from the spectral analysis of the
Doppler blood flow velocity waveforms. The Mean-BFVel is the
computed-derived value calculated by integrating the area under
instantaneous mean velocity. Indeed, blood flow velocity profile is
parabolic in peripheral vessels, thus total displacement of blood is
represented by the displacement of all the layers of blood on the
arterial section. The Mean-BFVel is representative of the blood
displacement over the whole arterial section and per time's unit.

BFVol must be calculated with Mean-BFVel following the
formula:

BFVol = . r2. Mean-BFVel .60

where BFVol is the blood volume in mL{min, Mean-BFVel is the
spatial-averaged-time-averaged mean blood flow velocity in cm)/s,
and r the radius of the artery in cm. Each measurement was taken
in triplicate during quiet respiration and averaged.

Wall Shear stress is calculated following the formula:

© = 4,1.BFVol/m.r? or T = 8.1. Mean-BFVel /d

where 7 is the WSS in dynes/cm?, i is the blood viscosity in poise
(P}, mean BFVel is the spatial-averaged-time-averaged BFVel {cm/
s), d is the diameter (cm). In conduit arteries, blood acts like a
Newtonian fluid and a value of 0.035P for viscosity can be used to
calculate the WSS; normal value for WSS ranges around 8—10 in
conduit arteries to 50 dynesfcm? in the arterioles [26]. Doppler
ultrasound was considered as representative of vascular network
modifications of the disease only if performed during the previous

6 months before disease progression. Healthy adults (n = 24) were
enrolled as controls.

Previously to this work, the repeatability of measurements was
investigated in 24 control subjects for intra-observer and in 10
controls for inter-observer repeatability. In each case, two series of
paired measurements (mBFVelocities and WSS) separated by a
30 min interval were recorded by one experienced and two new
trained (6 months) practitioners used to explore sAVM patients.
The repeatability coefficient {RC) was calculated as defined by the
British Standard Institution [27], i.e. according to the formula
RC? = £Di?/N, where Di is the relative (positive or negative) dif-
ferences within each pair of measures, N the sample. This coeffi-
cient is the standard deviation of the estimated difference between
two repeated measurements. The intra-observer RC values were
1.5cm/s for the mBFVels and 0.02 mm for the SMA inner diameter.
The inter-observer RC values were 1.7 cm/s and 0.03 mm respec-
tively for the mBFVels and the SMA inner diameter. All differences
exhibited by the different parameters between the different groups
of patients were largely superior to their corresponding RC values.

Great care must be taken into the choice of the US Doppler
device used for mean blood flow velocities measurements. Some
devices calculate the mBFVelocity from raw data with accuracy,
others from post-treatment analysis of the recorded spectral
Doppler waveforms with unacceptable variations due to the level of
setting of the trace sensitivity.

Statistics

Continuous variables are reported as mean + standard-devia-
tion (SD), and range: [min-max]|. The Gaussian distribution of the
continuous variables was assessed using the D'Agostino-Pearson
test, particularly the WSS values in all patients' groups. Categorical
data were analyzed using the Chi-squared test when appropriate.
Continuous variables (arterial diameters, BFVel, BFVol and WSS)
were analyzed with a one-way ANOVA according to the score of
surgery (CCRO or CCR1-3) and stability or recurrence/progression of
the disease. In both cases, when ANOVA was significant, differences
between groups were evaluated with post-hoc Student-Newman-
Keuls and unpaired Student t-test. In all case, power of the tests
were verified and considered as significant when >80% (http://
www.anastats.fr, ANASTATS, Rilly Sur Vienne, France) [28].

A receiver operating characteristics (ROC) curve of Doppler
measurements was built and cut-off values were calculated to
discriminate: between patients who had severe active progressive
disease (Group-3) from those with slowly progressive disease
(Group-2). Sensitivity, specificity and areas under curves (AUC)
with their 95% confidence intervals (95%CI) were calculated. Cut-off
for WSS values was computed. (MedCalc® Statistical Software
version 18.2.1, MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium). Only P
values < 0.05 were considered significant [29].

Results

Results of Doppler ultrasound findings are reported in Table 2.

BFVol was increased in patients with residual PMP one year
after CRS in Group-2 and -3 due to the presence of a downstream
abnormal vascular network and to the increase in metabolic
demand. BFVol was higher in Group-3 (615 + 194 mL/min) than in
Group-2 (414 + 161 mL/min, p=2.6.10"3), Group-1 (270 + 107 mL/
min, p=3.10"7) and healthy volunteers (23250 mL/min,
p=910"""). BFVol was higher in Group-2 than in Group-1
(p= 1.2.10’3) and healthy volunteers (p =2107F, Fig. 1A). One
year after surgery, among patients with incomplete CRS a cut-off
value of 433 mL/min allowed to distinguish patients without from
those with severe disease progression with a sensitivity of 83.3%
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Table 2
Doppler ultrasonography and laboratory findings.

Controls Group-1 CCRO stable Group-2 CCR1-3 stable Group-3 CCR1-3, progression  One-way ANOVA (between Cont., G1, G2, G3 or between
(n=24) (n=19) (n=20) (n G1,G2,G3)
SMA Diameter (cm)
Mean 0.54 0.53 0.64 " 11 0.57 i p<0.001
(SD)  (0.06) (0.09) (0.06) (0.08)
|range| [0.41-0.66] [0.41-0.66] [0.49-0.76] [0.49-0.72]
SMA BFVel (cm/s)
Mean 16.9 193 20.7 38.6 " it g p<0.001
(SD) (4.8) (4.1) (49) (13.3)
[range] [95-256]  [9.9-24.2] [85-292] [22.7-65.9]
SMA BFVol (mL/min)
Mean 232 270 414 ** 615" i~ # p<0.001
(SD)  (50) (107) (161) (194)
[range| [125-309] [150—-474] [165-763] [375—-1035]
SMIA WSS (dynes/cm?)
Mean 8.7 104 9.2 19.6 ™" 1 #it p<0.001
(SD) (2.8) (2.8) (1.8) (82)
|range| [5.0-13.3] [43-16.5] [5.7—12.1] [12.4-37.4]
Delay Surgery/Doppler-US (years)
Mean — 1.2 13 1.4 p= 0448
(SD) (05) (0.5) (0.7)
[range] [0.6-2.0] [0.7-2.0] [0.7-2.8]
Delay Surgery/recurrence or progression (years)
Mean - - - 1.6 -
(SD) (12)
[range] [0.6-3.9]
Time delay of follow-up after surgery (years)
Mean — 4.5 28 24" p=0.003
(SD) (15) (1.0) (12)
|range| [1.1-6.6] [0.8-3.8] [1.1-4.5]
CEA (ug/l)
Mean — 5.0 52.6 939 p=0.199
(SD) (55) (113.5) (162.1)
[range] [0.5-17.0] [2.4-450.0) [4.0-600.0]
CA19-9 (ug/l)
— 7.6 3705 3413 p=0.268
(53) (3054.0) (300.6)
[2.0-20.0] [0.6—3054.0] [0.6—900.0]

Note. SD standard deviation, SMA superior mesenteric artery, BFVel mean blood flow velocity, BFVol blood flow volume, WSS wall shear stress, CEA carcinoembryonic antigen,
**p < 0.001: vs controls; {: p<0.005, ft: p<0.001: CCRO vs CCR1-3, #p < 0.005, ##P < 0.001: group-3 vs group-2.

and a specificity of 66.7% (p=510"%, AUC=0.782 [95%Cl:
0.604—0.906].

SMA inner diameter was adapted only in Group-2 to the
increased BFVol . SMA inner diameter was superior in Group-2
(0.64+0.06 cm), than in Group-3 (0.57+0.08, p=4.5.1073),
Group-1 (053+0.09, p=6.10"") and healthy volunteer
(0.54 + 0.06 cm, p=2.1075). No difference was seen between SMA
inner diameter of Group-3, Group-1 and healthy volunteers
(Fig. 1B). One year after surgery, among patients with incomplete
CRS a cut-off value of 0.58 cm allowed the distinction of patients
without from those with severe disease progression with a sensi-
tivity of 61.5% and a specificity of 90.5% (p = ].1.10_3) AUC=0.787
[95%CI: 0.610—0.906].

BFVel was increased only in patients with progressive resid-
ual PMP after CRS (Group-3). BFVel was higher in Group-3
(38.6+ 13.3cm/s) than in Group-2 (20.7+49cm/fs, p= 1.10_5),
Group-1 (193+41cm/s, p=2.10"% and healthy volunteers
(16.9+4.8cm/s, p= 2.10_8). BFVel was similar between Group-2,
Group-1 and healthy volunteers (Fig. 1C). One year after surgery,
among patients with incomplete CRS a cut-off value of 25.0 cm/s
allowed the distinction of patients without from those with severe
disease progression with a sensitivity of 92.3% and a specificity of
85.7% (p < 1. 10" AUC = 0.945 [95%Cl: 0.809—0.994].

WSS was increased only in patients with progressive residual
PMP after CRS (Group-3). WSS measured in the SMA was superior
in Group-3(19.6 + 8.2 dynes/cm?) than in Group-2 (9.2 + 1.8 dynes/
cm?, p=110"%), Group-1 (10.4= 2.8 dynes/cm?, p=28.10">), and

healthy patients (8.7 + 2.8 dynes/cmZ, p=9.10"7). No difference
was seen in WSS measured in the SMA between Group-2, Group-1
and healthy volunteers (Fig. 1D). One year after surgery, among
patients with incomplete CRS a cut-off value of 12.1dynes/cm?
allowed the distinction of patients without from those with severe
disease progression with a sensitivity of 100% and a specificity of
100% (p < 1.10~%) AUC=1.000 [95%Cl: 0.897—1.000] (absence of
superposition of the data distribution of stable patients versus
patients with progressive disease).

Pathological grade of the disease, CEA and CA19-9, and the use
of systemic chemotherapy were similar between groups. Results of
laboratory findings are reported in Table 2.

Discussion

The results of this study demonstrate that after CRS for PMP,
WSS >12.1 dynesfcm? in the SMA is associated with a worse
outcome among patients with residual disease. Consequently, up-
stream WSSs' increase reflects an ongoing expansive arterial
remodeling, consecutive to the ongoing expansion of the patho-
logical vascular network. On the other hand, delayed achievement
of arterial remodeling corresponding to a normalized WSS could
reflect the stability of PMP whatever the level of the BFVol. More-
over, the use of WSS is more accurate and sensitive than the use of
BFVol, BFVel or SMA inner diameter for prediction of clinical
outcome at one-year after CRS.

Patients without residual disease or slow progressive disease
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Fig. 1. Doppler Ultrasound findings in the superior mesenteric artery (SMA) in patients with a pseudomyxoma peritonei (PMP) one year after cytoreductive surgery. Group-1:
patients with complete resection (CCR0O) and HIPEC without any recurrence, Group-2: patients with incomplete eradication of the disease (CCR1, -2, -3) and slowly progressive
disease, Group-3: patients with incomplete eradication of the disease (CCR1, -2, -3) and active progressive residual PMP. (A), blood flow volume (BFVol) in the superior mesenteric
artery; (B), superior mesenteric artery inner diameter; (C), mean blood flow velocity (BFVel) in the superior mesenteric artery; (D), wall shear stress (WSS) in the superior

mesenteric artery. (*: p < 0.005, **: p < 0.001 between groups).

after surgery showed normal WSS compared to controls. More
precisely, in Group-1, patients with total ablation of the PMP
abnormal vascular network had BFVols, SMA inner diameters,
BFVels and WSSs similar to that of healthy subjects. Only 9/19
Group-1 patients had a Doppler ultrasound examination before
surgery. In these 9 patients, values after vs before CRS+HIPEC were
respectively: 214 + 46 vs 390 + 127 mL/min (p = 0.0012), 0.51 +
0.05 vs 0.59 + 0.05mm (p=0.0049),17.3 + 1.8 vs 243 + 6.1 cm/s
(p=0.0074) and 9.6 = 1.6 vs 11.5 + 2.8 dynesfcm? (p = 0.1126). The
normalization of the SMA hemodynamic values suggests an ach-
ieved regressive arterial remodeling with adjustment (decrease) of
the arterial lumen diameter to the decreased BFVol for normali-
zation of the BFVel and the WSS in physiological ranges. This was
illustrative of a recovered balance between a stable and normalized
downstream vascular network and the upstream SMA hemody-
namics. Similar findings were also observed in the afferent arteries
which supplied superficial arteriovenous malformations after total
resection of the nidus [19]. On the other hand, in Group-2,
incomplete ablation of the PMP abnormal vascular networlk,
without progression entailed a stable elevation of the BFVol in the
SMA. This elevation resulted in an expansive arterial remodeling
responsible of an increase in the SMA inner diameter inducing the
normalization of the WSS illustrative of a recovered balance be-
tween a persistent but stable downstream tumor and native
vascular network and the upstream SMA hemodynamics. These
two opposite adaptive response reflected the achievement of the
arterial remodeling processes over few months.

Conversely in Group-3, incomplete ablation of the PMP

abnormal vascular network, with progression of the disease, ie.
with progressive extension of the downstream microvascular
network, is associated with a persistent and continuously rising
BFVol without sufficient SMA inner diameter enlargement leading
to an elevated WSS. This is suggestive of a persistent imbalance
between the growing downstream tumor vascular network and the
upstream SMA hemodynamics thus of an ongoing vascular
remodeling. In addition, these group-3 patients presented as high
WSSs as long was the time between the US Doppler examination
and the recurrence diagnosed by the surgeon based on the semi-
annual clinical/radiological examinations (delayed arterial remod-
eling). The extended distribution of the WSSs values can be
explained by the variable delay between the US Doppler exami-
nation and the recurrence of the disease (7.2 + 3.0 months). More
precisely, group-3 patients had US Doppler examination from 1
month to 1 year before the recurrence. Nevertheless, WSSs were
higher in all group-3 patients and could represent a predictive
marker of progression of the PMP tumor vascular network obvi-
ously parallel to the progression of the disease whatever the un-
foreseeable time-delay between the US Doppler examination and
the recurrence.

Arterial remodeling requires coordinated changes in cellular
proliferation, apoptosis, migration, cell organization, and matrix-
integrin interactions throughout the layered structure of the
vessel. The association of blood flow with arterial remodeling has
been studied in various experimental techniques and conditions. In
this regard, one of the most comprehensive models to investigate
small artery response was developed by Jo de Mey [30]. Persistent
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changes in blood flow were induced in juvenile rats by ligating
every first-order side branch of the SMA [31]. Patent arteries were
exposed to high flow (roughly twice that normally observed), while
occluded mesenteric arteries had practically no blood flow. This
chronic low flow resulted in decreased passive lumen diameter,
hypotrophy of the arterial wall, and both loss and atrophy of
smooth muscle cells. On the contrary, high flow led to increased
lumen diameter and arterial wall hypertrophy. Similarly, in the
rabbit, Tronc et al. evidenced the enlargement of the common ca-
rotid artery after creation of an arteriovenous fistula between the
common carotid artery and the jugular vein [32].

Plasma or tissue tumor markers have been suggested as prog-
nosis factors to monitor treatment response and to detect tumor
recurrence in gastrointestinal tumors [33]. [n PMP patients, it has
been shown a reduction or normalization of CEA, and in less
measure of CA 19.9 and CA 125, after CRS [34]. However, it is
admitted that treatment decisions should not be based solely on an
increased CAE or CA 19-9 [33,34]. In our study, both tumor markers
did not reached the statistical significant level because of the wide
distribution of the individual values. Dohan et al. reported that
post-operative BFVols after incomplete surgery in patients with
PMP, might aid in identifying patients who may benefit of post-
operative therapy [4]. More precisely, they reported that BFVol
was superior in patients with incomplete CRS and active progres-
sive disease than in patients with slow progressive disease. In
addition they found that a cut-off of 530 mL/min could discriminate
between slow progressive disease and active progressive disease
with a sensitivity of 80% and a specificity of 93%. In our study, pa-
tients with incomplete CRS and progressive disease had a mean
BFVol of 615 + 194 mL/min, and the cut-off value was established at
to 432 mL/min with a sensitivity of 83.3% and a specificity of 65.0%,
consistent with their result. However, WSS demonstrated higher
performances with sensitivity and specificity of 100%. In addition,
our study has a greater sample of post-operative patients with 52
patients versus 30 patients in their study. The time of US exami-
nation was enlarged (16.2 + 6.4 months) and reflects the hetero-
geneity of origin of our patients. Indeed, as a reference centre our
institution treats remote and foreign patients for whom the com-
bination of all imaging examinations along with the biannual sur-
gical appointments for follow-up may be difficult. However, we
recommend that imaging examinations should be performed at 6
months and one year after surgery, then every year.

In conclusion, an elevated WSS measured in the SMA of patients
with PMP after CRS is associated with disease progression. More-
over, patients with residual disease after CRS and a WS5>12.1dyn/
cm? in the SMA have a poorer outcome. WSS measurement in the
SMA of patients with PMP after CRS should be considered as
biomarker of tumor progression.
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3.3 Malformations artérioveineuses cranio-cervico-faciales superficielles (MAVS)
chez ’homme

El Sanharawi |, Barral M, Lenk S, Dillinger JG, Salvan D, Mangin G, Cogo A, Bailliart
O, Levy BI, Kubis N, Bisdorff Bresson A, Bonnin P. Wall shear stress in the feeding
native conduit arteries of superficial arteriovenous malformations of the lower face is a
reliable marker of disease progression. Ultraschall in der Medizine 2018 doi: 10.1055/a-

0729-2728.

3.3.1 Introduction

Les MAVS cranio-cervico-faciales sont caractérisées par la présence de multiples
communications artérioveineuses centrées dans I’espace dans un « nidus ». 1l s’agit d’un
modele intéressant de néoangiogenése non tumorale qui alterne entre des périodes
quiescentes et des périodes d’évolutivité en fonction d’événements externes
(traumatismes, chirurgie), internes (imprégnation hormonale lors de la puberté, grossesse)
ou spontanément. Le traitement repose soit sur une chirurgie d’exérése complete, soit sur
I’embolisation des vaisseaux du nidus. Toutefois, eu €gard a la profondeur, a I’extension et
a leur localisation, la chirurgie peut étre tres délabrante avec un préjudice esthétique
important. Quant a une embolisation ou une chirurgie est incompléte, elles peuvent aboutir
a une stimulation de la MAVS. Il est donc primordial de bien peser les indications
thérapeutiques et parfois de préférer une surveillance active. La décision se fait lors de
réunion pluridisciplinaire en centre spécialisé sur des criteres d’évolutivité, de localisation,
d’extension en profondeur. L’augmentation de volume les rend symptomatiques avec
survenue de douleurs, de saignements, d’un effet de masse et surtout d’un préjudice
esthétique pouvant devenir important. En revanche, il n’y a aujourd’hui peu de marqueurs

biologiques ou morphologiques précoces d’évolutivité.
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Aujourd’hui seule la mise en évidence d’une modification lors de la pratique
d’examens morphologiques successifs sur plusieurs mois guidés par la clinique renseigne
sur la dynamique de la MAVS.

Il'y a donc besoin d’un marqueur fonctionnel de 1’évolutivité des MAV permettant
potentiellement soit de pousser le chirurgien a réséquer totalement une lésion expansive
alors qu’elle n’est pas encore trop volumineuse, afin de ne pas défigurer le patient et
limiter les chirurgies de reconstruction ; soit au contraire d’indiquer au clinicien la stabilité
de la MAVS et d’adopter une attitude plus conservatrice.

L’objectif de ce travail était

1. D’étudier les modifications hémodynamiques en termes de vitesse, de
diametre artériel, de débit et de forces de cisaillement dans les artéres
afférentes aux MAVS

2. De mettre au point des marqueurs précoces d’évolutivité afin de détecter les
formes agressives de MAVS et les récidives précoces postopératoires afin

de guider Dattitude thérapeutique.

3.3.2 Résultats et conclusions

Cette étude a montré que les modifications ultrasonores du diametre vasculaire et
des vitesses moyennes dans les artéres nourriciéres des patients atteints de MAVS cervico-
cranio-faciales superficielles permettent de différencier une MAVS stable d’'une MAVS

évolutive.

Ce n’est pas la valeur absolue du débit sanguin dans les artéres d’amont (proportionnel au

volume du nidus) qui permettait de statuer sur I’évolutivit¢ d’une MAVS, mais le
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déphasage entre les changements hémodynamiques locaux (nidus) et d’amont (artéres

natives), mis en évidence par le calcul des forces de cisaillement.

En effet, en I’absence d’évolution de la MAVS, le débit sanguin restait stable dans
les artéres en amont du nidus et les modifications pariétales artérielles ont le temps de se
réaliser pour assurer le remodelage artériel (dilatation) afin de normaliser les forces de
cisaillement. Par contre, au cours d’une poussée évolutive de la MAVS, quand le volume
du nidus s’accroit graduellement, la dynamique des processus de remodelage artériel sur
les artéres natives d’amont est « en retard » par rapport a la dynamique d’expansion du
nidus. Les grandeurs hémodynamiques sur les artéres d’amont sont alors en déséquilibre
avec notamment des vitesses circulatoires et des forces de cisaillement élevées, ceci pour
assurer I’augmentation de débit sanguin imposé par la MAVS, alors que le remodelage
artériel n’était encore pas abouti (absence de dilatation des artéres natives qui prend

quelques semaines a quelques mois).

Un patient qui aura été opéré de sa MAVS aura des forces de cisaillement et des vitesses
normalisées, témoignant d’un phénoméne de normalisation pariétale vasculaire, d’un

remodelage régressif.

L’échographie Doppler des arteres afférentes a la MAVS semble donc un examen
intéressant et prédictif pour distinguer, lors du diagnostic et du suivi postopératoire, une

MAYVS évolutive d’une MAVS stable.
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Wall Shear Stress in the Feeding Native Conduit Arteries of
Superficial Arteriovenous Malformations of the Lower Face is a
Reliable Marker of Disease Progression

Die Wandschubspannung in den zufiihrenden nativen Arterien ist ein
zuverldssiger Marker fiir den Krankheitsverlauf bei oberflichlichen
arteriovenosen Fehlbildungen des unteren Gesichts
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ABSTRACT

Purpose To assess the prognostic value of the wall shear
stress (W5S) measured in the feeding native arteries upstream
from facial superficial arteriovenous malformations (sAVMs).
Reliable prognostic criteria are needed to distinguish progres-

El sanharawi | et al. Wall Shear Stress._. Ultraschall in Med

sive from stable sAVMs and thus support the indication for an
aggressive or a conservative management to avoid severe fa-
cial disfigurement.

Materials and Methods We prospectively included 25 pa-
tients with untreated facial sAVMs, 15 patients with surgically
resected sAVMs and 15 controls. All had undergone Doppler
ultrasound examination (DUS) with measurements of inner
diameters, blood flow velocities, computation of blood flow
and W5S of the feeding arteries. Based on the absence or
presence of progression in clinical and imaging examinations
6 months after, we discriminated untreated patients as stable
or progressive.

Results WSS in the ipsilateral external carotid artery was high-
er in progressive compared to stable sAWMs (15.8 + 3.3dynes|
cm? vs. 9.6 +2.0dynes/cm?, mean+S0, p<0.0001) with a cut-
off of 11.5dynes/cm? (sensitivity: 92 %, specificity: 92 %, AUC:
0.955, [95%Cl: 0.789 -0.998], p = 0.0001). WSS in the ipsilat-
eral facial artery was also higher in progressive compared to
stable sAVMs (50.7 £ 14.5dynes/cm? vs. 25.2 + 7. 1dynes/cm?,
p=0.0001) with a cut-off of 34.0dynes/cm? (sensitivity:
100%, specificity: 92 %, AUC: 0.974, [95 %Cl: 0.819-1.000],
p = 0.0001). The hemodynamic data of operated patients
were not different from those of the control group.
Conclusion WSS measured in the feeding arteries of an sAVM
may be a simple reliable criterion to distinguish stable from
progressive sAVMSs. This value should be considered to guide
the therapeutic strategy as well as the long-term follow-up of
patients with facial sAWMs.

ZUSAMMENFASSUNG

Ziel Beurteilung des prognostischen Wertes der Wandschub-
spannung (W55), gemessen in den zufiithrenden nativen Ar-
terien stromaufwarts von oberflachlichen arteriovendsen
Fehlbildungen des Gesichts (sAVMs). Um progressive von sta-
bilen sAVMs zu unterscheiden sind verldssliche prognostische
Kriterien erforderlich, die bei der Indikation fiir eine aggres-
sive oder konservative Behandlung hilfreich sind, um schwere
Gesichtsdeformierungen zu vermeiden.
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Material und Methoden Prospektiv wurden 25 Patienten
mit unbehandelten sAVMs im Cesicht, 15 Patienten mit chi-
rurgisch-resezierten sAVMs und 15 Kontrollpatienten einge-
schlossen. Alle hatten eine Doppler-Ultraschalluntersuchung
(DUS) mit Bestimmungen der Innendurchmesser, Blutfluss-
geschwindigkeiten, Berechnung des Blutflusses und der WSS
der zufithrenden Arterien. Aufgrund des Fehlens oder Auftre-
tens einer Progression bei den klinischen und bildgebenden
Untersuchungen nach 6 Monaten unterschieden wir unbe-
handelte Patienten als stabil oder progressiv.

Ergebnisse WSS in der ipsilateralen A. carotis externa war bei
progressiven sAVMs im Vergleich zu stabilen sAVMs hiher
(15,83 3dyn/cm? vs. 9,62 0dynfcm?, Mittelwert+5D,
p<0,0001) mit einem Cut-off von 11,5 dynjcm? (Sensitivitdt:

92 %, Spezifitit: 92 %, AUC: 0,955, [95%Cl: 0,789-0,998],
p=0,0001). WSS in deripsilateralen A. facialis war ebenfalls hi-
her bei den progressiven im Vergleich zu den stabilen sAVMs
(50,7+14,5dynfcm? vs. 25,2 7,1 dynfcm?, p<0,0001) mit ei-
nem Cut-off von 34,0 dynfcm? (Sensitivitat: 100 %, Spezifitat:
92 %, AUC: 0,974, [95 %Cl: 0,813 -1,000], p =0,0001). Die ha-
modynamischen Daten operierter Patienten unterschieden
sich nicht von denen der Kontrollgruppe.

Schlussfolgerung WSS, gemessen in den zufithrenden Arte-
rien eines sAVM, kann ein einfache zuverldssiges Kriterium
sein, um stabile von progressiven sAY¥Ms zu unterscheiden.
Dieser Wert sollte als Richtschnur fiir die therapeutische Stra-
tegie sowie fir die langfristige Nachsorge von Patienten mit
sAVM im Cesicht angesehen werden.

Introduction

Facial superficial arteriovenous malformations (sAVMs) are rare
and may significantly impair the quality of life of the patients be-
cause of the aesthetic prejudice. Complete surgical resection or
endovascular therapies may be proposed to definitively cure le-
sions [1, 2]. However, these treatments have significant risks,
and the decision for invasive management should be carefully
weighed. While stable sAVMs may be managed conservatively
with scheduled clinical and radiological follow-ups, a therapeutic
window is usually considered for surgical treatment of progressive
sAVMSs [3, 4]. Thus, the assessment of the aggressiveness of a
lesion appears to be crucial in order to determine the most appro-
priate strategy and to avoid iatrogenic complications. The pro-
gression of the disease is usually assessed by composite param-
eters including modifications on successive clinical examinations,
increases in the blood flows in the afferent arteries with consecu-
tive expansion of the nidus on Doppler ultrasound (DUS) traces,
magnetic resonance angiographyimaging (MRA) and angiograms
[5]. Arteriovenous malformations (AVMs) are characterized by
neo-formed arteries connected to venous structures through the
interposition of a central “nidus™ devoid of high resistive arter-
ioles, thus inducing a drop in vascular impedance with high flows
and without any vasomotor requlation. Therefore, AVMs signifi-
cantly and permanently increase the blood flow in the upstream
native conduit arteries depending on the degree of expansion of
the downstream vascular lesion.

Chronic exposure to permanently elevated blood flow, blood
flow velocities (BFVelocities) and wall shear stress (WSS) greater
than normal couples hemodynamic events to nitric oxide (NO)
production by the endothelial cells of the feeding arteries. The
continuous up-regulation of the endothelial NO synthase is
responsible for long-term structural arterial vascular remodeling
characterized by significant modifications of the cellular (vascular
smooth muscle and endothelial cells) and extracellular compo-
nents of the arterial wall [6, 7]. This results in permanent enlarge-
ment of the arterial lumen, as well as medial arterial wall thicken-
ing, hypertrophy and fibrosis [8 - 10]. The final step of vascular
remodeling is the normalization of the WSS [11].

Here, we hypothesized that the development of the nidus of a
sAVM may expose the feeding native conduit arteries upstream
from the nidus to sustained elevated blood flow, BFvelocities and
WSS, This phenomenon could consecutively initiate arterial remo-
deling that may require several months to stabilize [12]. Periods of
progression of the nidus may thus induce an imbalance between
the arterial inflow and the downstream vascular network in ex-
pansion [13]. Conversely, when the sAVM is stable, the achieve-
ment of arterial remodeling processes may lead to the normaliza-
tion of the BFVelocities and WSS even if the blood flow remains
elevated.

The objective of this study is to determine whether the WSS
measured in the feeding native conduit arteries of a sAVM is an
early, reliable, predictive factor of the progression of facial sAVIMs.

Patients and Methods

With our institutional review board approval {ID RCB 2015-
AD1177-42), we prospectively and consecutively included
patients with facial sAWMs admitted to our institution (“centre co-
ordinateur maladies vasculaires rares™) from January 2017 to Sep-
tember 2017. Written informed consent was obtained from each
patient before inclusion in the study.

The inclusion criteria were: 1) patients with untreated facial
sAVMSs involving the lower part of the face, 2) patients with surgi-
cally resected facial sAVMs involving the lower part of the face
(inclusion at least 6 months after the surgery). Exclusion criteria
were: 1) age <18 years old, 2) pregnancy, 3) patients with pre-
vious endovascular treatment(s) without surgery, 4) patients
with postoperative residual sAVMs and/or recurrence of an sAVM
after surgical resection. Patients were compared to 15 age- and
sex-matched healthy adult controls.

Adjudication of the aggressiveness of the AVMs

All patients had clinical and radiological examination, including
MRA imaging and/or conventional arteriography, atinclusion and
6 months after inclusion. Patients were divided into stable and
progressive sAVMs by the radiologists at the 6-month follow-up
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» Table1 Patients' baseline characteristics.

controls group-1 group-2 group-3
(n=15) (operated AVM) (stable AVM) (prog ressive AVM)
(n=15) (n=13) (n=12)
age (years) mean 44 42 41 33
(SD) (13) (15) (1) (9)
[range] [24 -62] [1& - 75] [22 -59] [20-50]
gender male [ &6 &6 5
female 9 9 7 7
AVM location - lip:12 lip: 10 Lip: 9
nose : 3 cheek: 3 Cheek: 2
Mandible: 1
schobinger stage at the - - stage 1: 0 stage 1: 0
beginning of the study stage 2: 13 stage 2: 11
stage 3: 0 stage 3: 0
stage 4: 0 stage 4: 1
schobinger stage at the end - - stage 1: 0 stage 1: 0
of the study stage 2: 13 stage 2: 10
stage 3: 0 stage 3: 1
stage 4: 0 stage 4: 1
familial history of AVM - 0 0 0
duration between surgery mean - 42 - -
and Doppler exam (D) (41)
(months) [range] [6-120]

mean (SD)[min-max]. AVM: arteriovenous malformation; -: not concerned.

evaluation according to the absence or presence 1) of clinical
modifications such as pain, increase in lesion size, increase in sys-
tolic thrill or murmur, and 2) of an expansion of the vascular lesion
on imaging examinations and/or progression of the clinical Scho-
binger classification (stage 1: quiescent stage 2: expansion; stage
3: destruction; stage 4: decompensating). The sonographer was
blinded to this stratification. Baseline characteristics are reported
in® Table 1.

Doppler ultrasound exploration

All patients and controls had a Doppler ultrasound examination at
inclusion. No one presented any arterial plaque or stenosis, i.e. no
one presented an intima-media thickness over 0.8 mm and no one
presented individualized hyperechogenic plaque at least on the
common carotid arteries (CCA), their bifurcations and the first
centimeters of the external (ECA) and internal (ICA) carotid arter-
ies. The clinician and the radiologist were blinded to the inner dia-
meters, BFvelocities measurements as well as blood flow and WSS
calculations performed bilaterally in the upstream native conduit
arteries. Doppler ultrasound included examinations of the CCA,
ICA, ECA and facial (FA) arteries. The inner diameters and BFvelo-
cities were systematically recorded 1) at the mid-height of the
neck for the CCAs, 2) before the emergence of the lingual artery
for the ECAs, thus before the emergence of the facial artery, 3)
after the bulb for ICAs, i. e. when the arterial wall begins tobe par-
allel, and 4) just after the curve of the FA at the inferior border of
the mandible.
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For all arteries, the inner diameter measurements were per-
formed using M-mode with an echograph ACUSON S2000 (Sie-
mens, Erlangen, Germany) equipped with linear transducers type
9L4 (12-7.5) for the cervical arteries and 18L6 HD (18 - 9 MHz)
for the facial arteries. Longitudinal cross-sections of the different
arteries were successively visualized on the screen 1) with the axis
of the artery orthogonal to the M-mode line and zoom for arterial
inner diameters measurements, then 2) with angulation of the ul-
trasound device and use of Doppler beam steer mode in order to
decrease the angle between the ultrasound beam and the longi-
tudinal axis of the artery, thus minimizing the angle correction
required for the acquisition of the spectral analysis of the Doppler
blood flow velocity waveforms (» Fig. 1) [14]. The ultrasound de-
vice automatically computed the spatial-averaged-time-averaged
mean blood flow velocity (mean-BFVelocity) with the inner diam-
eter for calculation of the blood flow according to the equation
(1), where the mean-BFVelocity is in cm/s, and r is the radius of
the artery in cm [15]. Velocities and inner diameter measure-
ments were taken in triplicate during quiet respiration and aver-
aged.
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» Fig. 1 Doppler ultrasound sample in a patient with progressive SAVM. The inner diameters were measured with M-mode in the common carotid
artery (CCA), external carotid artery (ECA) and facial artery (FA) on the ipsilateral side (a, c, e, left) and on the contralateral side (b, d, f, left). Blood
flow velocities were recorded in ipsilateral (a, c, e, right) and in the contralateral CCA, ECA and FA (b, d, f, right). The inner diameters, blood flow
velocities/volumes and WSS were increased in the three ipsilateral arteries compared to the contralateral side. Moreover, blood flows and WSS's
amplitude modifications were higher when closer to the nidus, especially in the ipsilateral FA.

(1) Blood flow = 1. r2. mean-BFVelocity. 60 (mL/min)

The wall shear stress (WSS) was manually calculated from the
mean-BFVelocity and inner diameter measurements in triplicate
and averaged after data transferred online to a workstation using
the formula:

(2) WSS = 8. . mean-BFVelocity/d (dynes/cm?)

where p is the blood viscosity in poise (P), mean-BFVelocity is
the spatial-averaged-time-averaged BFVelocity (cm/s), and d is
the diameter (cm). In conduit arteries, blood acts like a Newtonian
fluid and a value of 0.035 P for viscosity can be used to calculate
the WSS. The normal value for WSS is around 8- 10 in large con-
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duit arteries and 50 dynes/cm? in the arterioles [16]. Prior to this
study, the repeatability of measurements was investigated in
15 different subjects for intra-observer repeatability and in 10 dif-
ferent subjects for inter-observer repeatability. Two series of
paired measurements (mBFVelocities and W5S) separated by a
30-minute interval were recorded by experienced practitioners
used to examining sAVM patients. The repeatability coefficient
(RC) was calculated as defined by the British Standard Institution
[17]. i.e. according to the formula RC2= IDi3f N, where Diis the
relative (positive or negative) difference within each pair of meas-
ures, and N is the sample. The intra-observer RC values were 0.3,
0.3, 0.5 and 0.6 cmys for the mBFVelocities in the CCA, ICA, ECA
and FA, respectively. The intra-observer RC values for the WSS
were 0.2 in the CCA, ICA, ECA and 0.6 dynes/cm? in the FA. The
inter-observer RC values were 0.4 to 0.7cmfs and 0.4 to
0.7 dynes/cm? for the mBFVelocities and the WSS, respectively,
in the different studied arteries.

Statistics

Continuous variables (arterial diameters, BFVelocities, blood flows
and WSSs) are reported as mean + standard-deviation (SD), and
range: [min-max]. The Gaussian distribution of the WSS was
assessed using the d'Agostinni-Pearson test. Categorical data
were analyzed using the Chi-squared test or the Fischer's exact
test when appropriate. Continuous variables were analyzed with
a two-way ANOVA according to the patient groups and normal or
pathological side, and with a one-way ANOVA according to the pa-
tient groups with post-hoc Student-Newman-Keuls and paired or
unpaired Student t-test. In all cases, powers of the statistics tests
were verified and considered as significant only when >80%
(http://www.anastats.fr, ANASTATS, Rilly Sur Vienne, France) [18].

A receiver operating characteristics (ROC) curve of Doppler
measurements was built and cut-off values were calculated to dis-
criminate between patients with a progressive lesion from those
with a stable vascular lesion. The sensitivity, specificity and areas
under curves (AUC) with their 95 % confidence intervals (95 %CI)
were calculated. The cut-off for WSS values was computed (Med-
Calc® Statistical Software version 18.2.1, MedCalc Software bvba,
Ostend, Belgium; http:/fwww.medcalc.org; 2018). Only p-values
<0.005 were considered significant [19].

Results

Clinical data

40 patients (17 males and 23 females) with facial sAVMs with a
mean age of 39+ 13 years were incduded. 15 patients had a surgi-
cally resected sAVM (group-1: Operated sAVM) and 25 had an un-
treated sAVM. From these last 25 patients, 13 were categorized as
stable sAVM (group-2: Stable sAVM) and 12 as progressive sAVM
(Group-3: Progressive sAVM) at & months after inclusion. 10 pro-
gressive AVM patients presented an expansion of their vascular
lesion but remained at the same clinical Schobinger staging, and
only 2 moved to stage 3 and stage 4. 15 healthy volunteers
(males: 6, females: 9) with a mean age of 44 £ 13 years were en-
rolled to form the control group.
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Age and gender were not statistically different between the
groups and particularly the WSS was not significantly different
between males and females in all groups.

Hemodynamic data

WS5Ss in the ipsilateral feeding arteries of patients with a stable
sAVM were not different from those of the control group. The inner
diameters of the ipsilateral CCA, ECA and FAwere increased in pa-
tients with stable sAVMs when compared to the controls
(» Fig. 2a, c, e). The mean-BFVelocity measured in the ipsilateral
CCA was not significantly different, but it was significantly in-
creased in ECA and FA (» Fig. 2b, d, f). Blood flows were then in-
creased in the ipsilateral CCA (531£ 434 vs. 292 £ 64 mL/min,
p=0.0042), ECA (341 + 296 vs. 120 £ 40 mL/min, p = 0.0002), and
FA (65 £65 vs. 13 £6mL/min, p<0.0001) (» Fig. 3a,c,e) but the
WSSs were similar compared to the controls in the CCA (9.7 £2.1
vs. 10.2+ 1.8 dynes/fcm?, p= 0.8495), the ECA (9.6 2.0 vs. 8.6
£2.2 dynesfcm?, p=0.2571) or the FA (25.2£7.1vs. 22.3£5.3
dynes/cm?, p=0.1064) (» Table2, » Fig. 3b, d, f). The clinical
and imaging examinations confirmed the stability of the sAVM at
6.5+ 2.6 months.

Patients with a progressive sAVM showed highly elevated W55s
when compared to the stable sSAVM group. When compared to
stable sAVMs, the inner diameters were similar in progressive
sAVMSs in the ipsilateral CCA, ECA and FA. The mean-BFVelocities
were similar in the CCA and in the ECA but increased in the FA
{» Fig.2b, d, f). These patients thus had similar blood flows in
the three ipsilateral arteries as compared to the stable sAVM pa-
tients (» Fig.3a, ¢, e). In addition, the WSS calculated in the ipsi-
lateral CCA was similar when compared to the stable sAVM group
but was higher in the ipsilateral ECA (15.843.3 vs. 9.6+ 2.0
dynes/cm?, p<0.0001) and in the ipsilateral FA {50.7 £ 14.5 vs.
25.2£7.1 dynes/cm?, p<0.0001) (» Fig.1, » Table2, » Fig.3b,
d, f). Progression of the sAVM was confirmed by the clinical and
imaging examinations 7.1 £ 4.8 months after Doppler exami-
nation. Otherwise, the contralateral ECA and FA showed similar
but lower modifications in patients with progressive sAVM, conse-
cutive to the presence of numerous side-to-side anastomoses
(» Table 3).

WSS discriminated patients with progressive from stable lesion.
WSS aimed to discriminate between stable and progressive
patients 1) in the ipsilateral CCA with a sensitivity of 58 % and a
specificity of 92 % with a cut-off of 11.2 dynes/cm? (AUC: 0.756,
[95 %CI: 0.545 - 0.904], p=0.0097), 2} in the ipsilateral ECA with
a sensitivity of 92'% and a specificity of 92 % with a cut-off of 11.5
dynes/cm? (AUC: 0.955, [95%Cl: 0.789 - 0.998], p=0.0001), and
3)in the ipsilateral FAwith a sensitivity of 100 % and a specificity of
92% with a cut-off of 34.0 dynes/cm? (AUC: 0.974, [95 %CI:
0.819-1.000], p=0.0001).

Other hemodynamic data

The values of inner diameters, BFvVelocities, blood flows, and WsSs
in the CCA, ECA and FA were not statistically different in patients
with post-surgery sAVMs when compared to the control group
{» Table 2, » Fig. 2 a-f, » Fig. 3a—f). The internal carotid arteries
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» Fig. 2 Inner diameters and mean blood flow velocities in the feeding arteries. Inner diameters (a, ¢, e) and mean blood flow velocities (mBFVels)
(b, d, f) in the common carotid (CCA), external carotid (ECA) and facial (FA) arteries. The ipsilateral inner diameters in CCA, ECA and FA were in-
creased in stable sSAVMs although the mBFVelocity was normalized. Conversely, mBFVelocity was increased in progressive AVM patients. (MeanSD,
two-way ANOVA with post-hoc unpaired Student t-test, **p<0.005, ** *p<0.001 between groups).

displayed similar Doppler ultrasound findings in each group of
patients and were not different from controls (» Table 2, 3).

Discussion

Our study supports the initial hypothesis that the WSS measured
in the feeding arteries of a facial SAVM is an early and reliable bio-
marker of progression. In our patients with a long past evolution
leading to inner diameter enlargement of the feeding arteries, we
showed that a WSS higher than 11.5 dynes/cm? in the ipsilateral

ECA (diameter ~0.50 cm) was predictive of progression of the dis-
ease with a 92 % rate of sensitivity and specificity. The threshold
value was higher in the smallest feeding arteries proximal to the
nidus (34.0 dynes/cm? in the ipsilateral facial artery (diameter
~0.15 cm) with a 100 % rate of sensitivity and 92 % rate of specifi-
city). Conversely, regardless of the level of blood flow, a lower
WSS is predictive of the stability of the sAVM and may reflect the
achievement of arterial remodeling.

Finally, patients without residual sSAVM 42 months after resec-
tion showed similar hemodynamic features compared to controls
with normalization of the WSS, suggestive of an achieved regres-
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» Fig.3 Blood flow volumes and wall shear stressin the feeding arteries. Blood flow volumes (BFVols) (a, ¢, e) and wall shear stress (WSS) (b, d, f) in
the common carotid (CCA), external carotid (ECA) and facial (FA) arteries. Ipsilateral blood flows in CCA, ECA and FA were similarly increased in
stable and progressive sAVMs. In addition, WSSs were augmented only in progressive but normalized in stable sAVMs with cut-offs at 11.2 in CCA,
11.5 in ECA and 34.0 dynesfcm? in FA. Normalization of the WSS in stable sAVMs was illustrative of achieved arterial remodeling, while its absence
in progressive sAVMs was illustrative of the absence of arterial remodeling. (MeanSD, two-way ANOVA with post-hoc unpaired Student t-test,

**p<0.005, ***p<0.001 between groups).

sive remodeling process. In superficial AVMs, the absence of sup-
ply of the lesion by the ICAs explains why the hemodynamic val-
ues measured in the ICAs were in the normal ranges.

Arterial remodeling requires a regulated process of cellular
proliferation, apoptosis, migration, cell organization, and matrix-
integrin interactions throughout the layered structure of the ves-
sel. In rabbits, Tronc et al. demonstrated an enlargement of the
CCA after its anastomosis with the jugular vein to create an arte-
riovenous fistula (AVF) [7]. Jo de Mey et al. have developed a com-
prehensive model in order to investigate small artery response to
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hemodynamic changes [20]. Persistent changes in blood flow
were induced in juvenile rats by ligating one of the two branches
of second-order branches of the superior mesenteric artery. Thus,
patent arteries were exposed to high flow, while occluded bran-
ches were exposed to minimal flow. This chroniclow flow resulted
in decreased lumen diameters and hypotrophy of the arterial wall.
Conversely, the high flow in the other branches led to increased
lumen diameters and arterial wall hypertrophy. The completion
of the vascular remodeling processes required 14 to 16 days for
both low- and high-flow arteries [21]. Stabilization of the remo-
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» Table 2 Doppler ultrasound findings on the left side (controls) - affected side (patients)

common carotid artery

ANOVA (p)

controls mean
(n=15) (sD)
[range]
operated AVM mean
(n=15) 50
[range]
stable AVM mean
(n=13) (s0)
[range]
progressive mean
AVM (n=12) 5D)
[range]

internal carotid artery

ANOVA (p)

controls mean
(n=15) 5D)
[range]
operated AVM mean
(n=15) (5D)
[range]
stable AVM mean
(n=13) (SD)
[range]
progressive mean
AVM (n=12) SD)
[range]

external carotid artery
ANOVA (p)

controls mean
(n=15) (sD)
[range]
operated AVM mean
(n=15) 50
[range]
stable AVM mean
(n=13) 150)
[range]
progressive mean
AVM [(n=12) (SD)
[range]
facial artery
ANOVA (p)
controls mean
(n=15) 5D)
[range]
operated AVM mean
(n=15) (50)
[range]
stable AV mean
(n=13) (sD)
[range]

diameter (mm)

0.004

5.5
(0.5)
[4.4-7.6]

5.9
(0.8)
[46-7.9]

6.6
(1.5)
[5.0-10.4]

67!
(1.5)
[5.4-10.7]

0.797

46
(0.8)
[3.6-6.4]

46
(0.7)
[3.5-6.1]

48
(0.6)
[4.0-59]

45
(0.7)
[3.8-6.0]

0.001

43
(0.7)
[3.5-6.0]

45
(0.8)
[3.6-6.4]

5727
(1.5)
[43-10.1]

47
(1.2)
[36-7.2

<0.001

16
(0.3)
[1.2-23]
15

(0.4)
[09-2.3]
2.2 4.7
(0.7)
[1.5-3.7]

mean BFVelodty (cm/|s)

0.001

20,6
(4.8)
[12.6-29.1]

19.4
3.3)
[13.0-23.6]

228
(5.3)
[15.4-36.0]

27.723
(9.4)
[18.7-51.6]

0.667

18.9
4.0)
[11.2-2886]

19.8
(5.1)
[13.4-33]

19.8
(6.0)
[11.9-333]

21.0
(5.8)
[9.5-31.2]

<0.001

12.9
(2.7)
[7.1-17.2]

14.5
(2.7)
[9.2-19.5]

19,123
(3.9)
[13.1-259|

27.22.45
(10.9)
[17.3-55.7]

<0.001

10.9
(2.8)
[5.9-14.4]

11.0

(4.2)
[5.5-20.4]
20327
(7.8)
[9.9-383]

BFVolume (mL|min)

0.003

202
(64)
[201 -390

337
(112)
[212-638]

5317
(434)
[215-1852]

6232
(500)
[257 -2032

0.755

185
(43)
[107 -265]

197
(59)
[112-366]

198
(60)
[132-325]
185
(84)
[105 -436]

0.001

120
(40)

[53- 205]
149

(BE)
[60-283]
3412

(296)
[114-1278)

3782

(398)
[118-1502]

<0.001

13
(7)
[6-25]
13

(7)
[3-27]
65 2.3
(65)
[18-213]
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WSS (dynesfcm?)

0.072

10.2
(1.8)
[6.7-12.8]

9.4
(2.3)
[5.3-13.6]

a7
(2.1)
[7.2-14.9]

1.4
(2.0
|8.3-15.6]

0.708

1na
(4.4)
[2.5-22.9]

12,6
(5.2)
[6.9- 26.4]

1.3
(4.1)
[6.8-22.7]

134
(4.7)
[4.7-21.6]

<0.001

8.6
(2.2)
[3.8-12.7]

X3
(2.2)
[5.5-14.7]

2.6
(2.0)
[6.8-14.5]

158248
(3.3)
[109-217]

<0.001

23
(5.3)
[115-344]

212
(7.9)
[11.1-357]

252
(7.1)
[15.9-40.5]
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» Table2 (Continuation)

diameter (mm) mean BFVelocity (cm|s) BFVolume (mLjmin}) WSS (dynesjcm?)
progressive mean 2,122 4132468 12624 50,7 %4.5.8
AVM (n=12) (D) [0.5) (17.7) (117) (14.5)
[range] [1.5-3.0] [25.3-84.3] [30-433] [34.7-81.8]

mean (SD) [min-max]; AVM: arteriovenous malformation; BFVelodty: blood flow velocity; BFVolume: blood flow volume; WSS: wall shear stress. One-way
ANOVA was performed on each artery according to the patient groups with post-hoc Student-Newman-Keuls and unpaired Student t-test.

p< 0,005, AVM groups vs. controls

p< 0,007, AVM groups vs. controls

p< 0,005, stable or progressive vs. operated AVM

p<0.007, stable or progressive vs. operated AVM

p< 0.005, progressive vs. stable AWM

p< 0,001, progressive vs. stable AV

p<0.005, pathological side vs. narmal side in AVM patients groups and the left side to the right side in controls

p<0.001, pathological side vs. normal side in AVM patients groups and the left side to the right side in controls

R I T R S ¥

» Table3 Doppler ultrasound findings on the right side (controls) - unaffected side (patients)

diameter (mm) mean BFVelocity (cmjs) BFVolume (mLfmin) WSS (dynes|cm?)
common carotid artery
ANOVA (p) 0.407 0.772 0.105 0.053
controls (n=15) mean 5.7 194 286 9.5
(SD) (0.9) (4.5) (68) (2.0)
[range] [4.0-7.6] [129-27.2] [199 - 430] [6.2-12.2]
operated AVM mean 5.8 201 323 9.8
(n=15) (SD) (0.6) (3.7) (112) (1.8)
[range] [4.8-7.1] [15.1=-27.1] [198 - 645] [7.7=13.7]
stable AVM mean 6.0 21.0 364 10.0
(n=13) (SD) (0.8) (5.2) (127) (3.0)
[range] [5.1-7.6] [13.8-30.4] [173 - 660] [6.3-15.6]
progressive AVM mean 5.8 21.5 340 10.7
(n=12) (SD) (0.9) (4.8) (102) (3.2)
[range] [4.7-8.0] [17.5-31.5] [198 - 572] [6.7-16.9]
internal carotid artery
ANOVA (p) 0182 0.314 0.404 0.566
controls (n=15) mean 4.5 18.7 177 11.4
(SD) (0.5) (5.2) (45) (4.3)
[range] [3.8-54] [10.0-30.6] [109 - Z70] [4.7-21.7]
operated AVM mean 4.6 19.6 192 12.6
(n=15) (SD) (+0.9) (6.5) (84) (6.3)
[range] [3.3-6.1] [10.6 -34.5] [114 - 456] [3.0-26.8]
stable AVM mean 4.9 204 218 1.7
(n=13) (SD) (0.6) (6.5) (67) (5.0)
[range] [3.8-6.2] [11.0-354] [133 -353] [4.2-21.5]
progressive AVM mean 43 21.7 187 13.9
(n=12) (SD) (0.7) (4.1) (61) (3.)
[range] [3.7-5.7] [13.6-29.1] [130-325] [6.7-17.2]
external carotid artery
ANOVA (p) 0.097 <0.001 0.007 <0.001
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& Thieme

k= Table3 (Continuation)
diameter (mm) mean BFVelocity (cm|s) BFVolume (mL min) WSS (dynes/cm?)
controls (n=15) mean 43 13.3 116 8.8
(SD) (0.6) (3.8) (34) (2.9)
[range] [34-54] [9.2-22.2] [52-179] [5.0-14.7]
operated AVM mean 4.3 14.9 122 10,0
(n=15) (SD) (0.8) (3.9) (61) (3.3)
[range] [3.2-6.0] [9.7-22.1] [63 -292] [53-15.3]
stable AVM mean 4.6 17.41 188 10.6
(n=13) (SD) (0.8) (4.5) (95) (2.1)
[range] [3.5-6.0] [11.0-24.4] [70-414] [7.7 - 14.8]
progressive AVM mean 3.8 189" 141 1432
(n=12) (SD) (0.6) (3.6) (51) (3.8)
[range] [3.1-5.0] [13.2-24.4] [77-250] [8.0-18.1]
facial artery
ANOVA (p) 0.763 0.002 0.020 0.008
controls (n=15) mean 1.4 10.6 12 216
(SD) (0.3) (3.5) (9) (5.8)
[range] [0.9-2.2] [2.6-16.9] [4-38] [9.7 - 28.2]
operated AVM mean 1.5 10.6 13 202
(n=15) (SD) (0.4) (3.5) (9.0) (5.6)
[range] [1.0-23] [5.2=17.1] [3=-31] [9.9-27.0]
stable AVM mean 14 0.7 13 20.8
(n=13) (5D) (0.3) (3.1) (10) (4.3)
[range] [10-23] [5.5-16.6] [4-44] [11.8-28.1]
progressive AVM mean 1.6 156" 22 2749
(n=12) (SD) (0.3) (5.2) (11) (8.0)
[range] [12-2.2] [8.6-27.8] [7-36] [18.5-47.1]

mean (50) [min-max]; AVM: arteriovenous malformation; BFVelodity: blood flow velocity; BFvolume: blood flow volume. One-way ANOVA was performed
on each artery according to the patient groups with post-hoc Student-Newman-Keuls and unpaired Student t-test. W5S: wall shear stress.

1 p<0.001, AVM groups vs. controls
2 p<0.005: stable or progressive vs. operated AVM

deling process has been previously assessed with normalization of
the WSS in the contralateral ICA to complete occlusion of ipsila-
teral ICA [12]. In intracranial AVMSs, Alaraj et al. have previously
measured a high WSS in the feeding arteries before treatment.
The WSS and blood flows were decreased after treatment [22].
On the other hand, Rossiti et al. have shown normal WSS values
in the feeding arteries of brain AVMs when compared to the con-
tralateral side, while inner diameters and blood flows were in-
creased [23]. They concluded that the arterial remodeling,
through the increase of the inner diameter of the artery, was
responsible for the normalization of the WSS in non-evolutive
AVMs. Our study supports this last theory since the WSS meas-
ured in the feeding arteries was in the normal ranges in stable
sAVMSs, while it was significantly increased in the progressive
ones. Nevertheless, these two authors did not use the modifica-
tions of the WSS as a biomarker of AVM progression.

Limitations and strength of the present study

The relatively small number of patients may be considered as a
limitation of this study. However, sAVMs represent a rare topic in

vascular diseases, and significant hemodynamic results were
demonstrated despite this. We found a mean WSS of 10.2£1.8
dynes/cm? in the CCA of control patients. In a previous study
using Doppler ultrasound measurements, Samijo et al. reported
values of 1343 in healthy men and 12 £ 2 dynes/cm? in healthy
women. Oshinski et al. reported a spatial-average-time-average
WSS of 8.0+£4.1 dynes/cm? in the CCA of healthy volunteers
measured using MRA imaging [24]. Here, we decided to compute
the WSS from Doppler ultrasound data and not from MRA data
[25 - 28]. Our purpose was to establish a reliable method of WSS
calculation based on a noninvasive, low-cost, easily accessible ex-
amination with little or no post-processing tasks. Only one Dop-
pler ultrasound examination was needed. Measurement of the
WSS by conventional Doppler ultrasound is said to be difficult
due to the assumptions made to calculate the WSS, The depen-
dence of blood viscosity on hematocrit is more pronounced in
the microcirculation (lumen diameter <100 pm) than in larger
vessels. In most cases in which the measurement of blood viscos-
ity is not feasible, the value 3.5 cP can be used instead because
blood acts like a Newtonian fluid in large vessels like those ex-
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plored in this study [16]. Moreover, the use of a strict protocol of
measurement of inner diameter by M-mode and BFVelocities
using the steer mode in order to decrease the angle correction
strongly helps to increase the accuracy of measurement and cal-
culation of the different studied parameters.

In conclusion, Doppler ultrasound-derived wall shear stress
calculated in feeding native conduit arteries far upstream from a
superficial arteriovenous malformation seems to be a simple, ac-
cessible and reliable marker of disease progression. Increasing the
number of patients and implementing these data with clinical and
morphology examinations could help to build a more powerful
predictive algorithm and significantly improve the management
of patients with sAVMs. Further studies are needed to confirm
these preliminary findings.
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3.4 Carcinose péritonéale d’origine ovarienne chez la souris et chez la femme

Barral Matthias, Pimpie Cynthia, F. Roby Katherine, Kaci Rachid, Pocard Marc, Bonnin
Philippe. Assessment of tumoral response in mice with Ovarian Peritoneal
Carcinomatosis using Doppler Ultrasound of the Superior Mesenteric Artery and Celiac

Trunk.

3.4.1 Introduction

L’évaluation en imagerie par TDM ou IRM des patientes atteintes de carcinose péritonéale
d’origine ovarienne est difficile car il n’existe pas de critéres standardisés, ni bien établis (35).
L'AMS et le tronc ceeliaque vascularisent une grande partie de la cavité abdominale sur
laguelle se greffe la plupart des implants de carcinose (127). Il a été démontré que les vitesses
et le débit sanguin mesuré par échographie Doppler de I’AMS étaient augmentés chez les
souris et patients atteints de PMP (128-130). De plus, chez les souris Nude présentant une
greffe orthotopique de PMP traitée par bevacizumab, une diminution des vitesses sanguines
de PAMS ¢était corrélée a la diminution du lit vasculaire (128). En outre, I'augmentation
postopératoire des vitesses sanguines permet de distinguer les patients atteints d'une maladie
évolutive lente de ceux présentant une maladie rapidement progressive (129).
L’échographie Doppler de I’AMS apparait donc comme une technique d'imagerie

fonctionnelle robuste informative reflétant les modifications du réseau vasculaire intestinal.

L’objectif de cette étude était d’évaluer le potentiel de 1’échographie Doppler de ' AMS et du
tronc cceliaque pour évaluer la réponse tumorale chez des souris C57BL6 atteintes de

carcinose péritonéale d’origine ovarienne murine traitées par bevacizumab ou carboplatine.
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En parall¢le nous avons mesuré les vitesses et débits circulatoires dans I’AMS de 23 patientes
atteintes de masse ovarienne suspecte de carcinose péritonéale sur une imagerie en coupe

préopératoire. Les résultats ont été corrélés a I’ICP per-opératoire.

3.4.2 Résultats et conclusions

Cette étude a permis de mettre au point un protocole de carcinose péritonéale fiable
avec 100% de souris atteinte et une ascite hémorragique de grande abondance, reflet de la
clinique. De plus, il s’agit d’un modele de souris immunocompétente dont le suivi est possible
par bioluminescence et échographie Doppler de I’AMS et du tronc ceeliaque. Dans ce modele,
le carboplatine était efficace au contraire du bevacizumab. En effet, les souris traitées par
carboplatine avaient un poids, un ICP et des vitesses circulatoires moyennes dans I’AMS et
dans le tronc cceeliaque inférieurs aux souris non traitées, et aucune ascite. Les souris traitées
par bevacizumab ne présentaient aucune différence avec les souris non traitées. Les vitesses
dans I’AMS et le tronc cceliaque étaient corrélées a I’ICP avec r = 0,70 (p <0,0001) et r = 0,58
(p = 0,0003) respectivement. De plus, les résultats en immunohistochimie montrent qu’il existe
une diminution de la prolifération cellulaire (Ki 67) et de la densité vasculaire (CD 31) induite
par le traitement par carboplatine. Ces résultats confirment notre hypothese selon laquelle
I’expansion du lit vasculaire tumoral couplée a la prolifération cellulaire est responsable d’une
augmentation des vitesses circulatoires dans les artéres nourriciéres en amont de 1’organe ou
s’est développée la tumeur.

Notre protocole a permis de mettre en évidence la supériorité d’un traitement sur un
autre chez des souris immunocompétentes avec carcinose péritonéale d’origine ovarienne. Ce

protocole pourrait servir de banc d’essai pour tester en préclinique des nouvelles cibles
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thérapeutiques en diminuant le nombre d’animaux nécessaire grace au suivi non invasif par
échographie Doppler.

Par ailleurs, une étude préliminaire chez des patientes avec suspicion de carcinose
péritonéale d’origine ovarienne a 1’imagerie a mis en évidence des vitesses et un débit élevés
dans I’AMS élevés, corrélé a I'ICP, r = 0,81 (p <0,01). La mesure des vitesses et des débits
dans ’AMS par échographie Doppler des patientes avec carcinose péritonéale d’origine
ovarienne semble intéressante pour le diagnostic et le suivi de la maladie. Une étude

complémentaire sur le suivi sous traitement et diagnostic de la récidive est en cours.

Manuscrit en cours de préparation, les analyses anatomo-pathologiques sont en

cours de finalisation.
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Assessment of tumor response in mice with Ovarian Peritoneal
Carcinomatosis using Doppler Ultrasound of the Superior Mesenteric

Artery and Celiac Trunk.

Abstract
Background

Tumor response of pseudomyxoma peritonei can be assessed by Doppler ultrasound (US) of

the superior mesenteric artery (SMA).
Objective

To assess the performance of Doppler US of the SMA and coeliac trunk (CT) in the
evaluation of tumoral response in mice with ovarian peritoneal carcinomatosis (PC) treated

either with bevacizumab or carboplatin.
Methods

Twenty C57BI06 mice were intraperitonealy grafted with ID8-Luc ovarian cancer cells. Eight
weeks after, they were treated during 4 weeks either with bevacizumab (n=10) or carboplatin
(n=10) and compared to 20 untreated ID8-Luc mice and 10 healthy mice. Animals were
weighted twice weekly and had measurement of the mean blood flow velocity (mBFVel) in
the SMA and CT using Doppler US at 0, 2 and 4 weeks. Peritoneal carcinomatosis index
(PCI), Ki67 and CD31 immunofluorescence staining on tumor nodules were finally

performed.
Results

Mice treated with carboplatin compared to untreated mice had a lower weight (23.33£2.0 vs

27.912.9 g, p<0.001), PCI (113 vs 286, p<0.001), and mean BFVel in the SMA (6.9+1.4 vs
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11.0£1.8 cm/s, p=) and in the CT (8.0£1.8 vs 14.3+4.6 cm/s, p<0.001) and no ascites
compared to the others groups. Carboplatin decreased Ki67 positive staining (p<0.001) and
vascular density (p<0.001). Mice treated with bevacizumab did not present any difference
with untreated ones. The mBFVels in the SMA and in the CT were correlated to the PCI with

r=0.70 (p<0.0001) and r=0.58 (p=0.0003) respectively.

Conclusion

ID8-Luc/C57B6 mice treated with carboplatin have a lower PCI. The mBFVel in the SMA

and CT is lower in carboplatin-treated mice.

Key-words: Peritoneal carcinomatosis — ovarian peritoneal carcinomatosis — Doppler

ultrasound — tumoral response — Superior mesenteric artery — celiac trunk

INTRODUCTION

Imaging evaluation of patients with peritoneal carcinomatosis (PC) is based on morphological
examination such as computed tomography or magnetic resonance imaging, but assessment 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 [35]. The implants of peritoneal
carcinomatosis (PC) are distributed according to the direction of circulation of the peritoneal
fluid and breathing: within the mesentery, epiploon, paracolic gutters, subdiaphragmatic
space, on the surface of the liver, spleen and stomach [128]. The superior mesenteric artery
(SMA) supplies the mesentery and the visceral peritoneum and also the intestine from the
lower part of the duodenum through two-thirds of the transverse colon, as well as the
pancreas. On the other hand, the celiac trunk (CT) supplies the stomach, the liver, the spleen,

the diaphragmatic cupolas, the upper duodenum and the pancreas. Doppler ultrasound (US) is
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a non-invasive imaging that allows identification of vascular structures of interest and the
measurement of mean blood flow velocities (mBFVel). It has been demonstrated that the
mBFVel and mean Blood Flow volume (mBFVol) are increased in the SMA of mice as well
as patients with peritoneal pseudomyxoma [127, 129, 130]. In addition, Nude mice with
orthotopic graft of pseudomyxoma peritonei (PMP) treated with bevacizumab had a decrease
in mBFVels in the SMA correlated with the decrease of the vascular bed (imaging by immune
staining techniques with CD31, vascular endothelial cadherin, and desmin) [127]. Moreover,
post-operative increase of the mBFVels allows distinguishing between patients with slowly

progressive and active progressive disease [129].

The Doppler US of the SMA appears therefore as a hardy informative functional imaging
technique that reflects changes in the intestine vascular network. Regarding secondary tumors,
only one study has reported an increase in the mBFVels of the SMA and CT of Balb/c mice
with intraperitoneal injection of CT-26 colorectal cancer cells [131]. Others studies have
reported the usefulness of the mBFVels monitoring in the CT to follow the development of
liver metastasis after intrasplenic injection of CT-26 colorectal cancer cells [121] and of a
spontaneous hepatocarcinoma in SV40-T transgenic mice [122]. In addition, Doppler US
allows the monitoring of anticancer treatment already used in human pathologies or new
treatments [124, 127, 129, 132]. To our knowledge, if only one study demonstrated the
possibility to follow ovarian PCs in rat and the effects of PIPAC using bioluminescence, no
study has investigated the potential of Doppler US in the SMA to assess tumor response in

ovarian PC and especially using an orthotopic murine-derived ovarian cell line [133].

The objective of this study was to assess the potential of Doppler US of the SMA and CT to
assess tumor response in mice with ovarian peritoneal carcinomatosis (PC) treated either with

bevacizumab or carboplatin.
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METHODS

Cell culture

The I1D-8 cells were provided by Katherine F. Roby, PhD (Research Associate Professor,
The university of Kansas Medical Center, 3901 Rainbow Blvd., 1018, Kansas City, KS
66160. USA ). The ID8 cells were grown as monolayers in DMEM (D6428, Sigma) culture
medium supplemented with 4% fetal bovine serum (FBS), 1% antibiotics (penicillin and
streptomycin), and 1% ITS (Insulin 5ug/ml, Transferrin 5ug/ml, Sodium Selenite 5ng/ml, ref
11884, Sigma) buffer solution in a humidified incubator at 37°C (5% CO, and 95% air).
Firefly luciferase was transduced to ID8 cells using a lentiviral system (Gen target Inc,

Sandiago, California). Then ID8-Luc cells were grown similarly.

Animals

The protocol used was approved by Local Ethic Committee (Protocol apafis N3944).
Thirteen-week-old multi parturient female, hepatitis virus-free, and immunocompetent
C57BL06 females weighing 20£0.5 g (Charles River, Arbresle, France) were housed in our
specific pathogen-free compliant animal facility. Animals were acclimated for one week
before experimentation. Bioluminescence optical imaging was performed 4 and 6 weeks after
ID8-Luc cells injection to assess PC extension (Figure 1). Then, 8 weeks after ID8-Luc cells
injection, mice were divided and randomly assign to 3 groups according to the intensity of
bioluminescence: animals that only received ID8-Luc cells (Group 1, n=10), intraperitoneal
injection of bevacizumab 5mg/kg twice a week) (Group 2, n=10), and intraperitoneal injection
of carboplatin (16mg/kg every 4days) (Group 3, n=10). In addition, an untreated group of 20
age-matched healthy C57BL06 mice (Group 4, n=20) was considered as a control group. The

flow charts are shown in Figure 2. Animals were weighted twice a week during the
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experiments. Animals were euthanized 4 weeks after randomization by cervical dislocation
and exsanguination under general anesthesia. The extension of PC was quantified, post-
mortem, using the Peritoneal Cancer Index (PCI) score [50] adapted to tumor sizes in mice
[134, 135]. Heparinized blood was obtained by cardiac puncture, ascites, liver, peritoneum

and the larger nodules were collected for analysis.

Pathology & Immunofluorescence staining

After sacrifice of animals at week 4 after treatment, peritoneal carcinomatosis nodules from
the untreated, bevacizumab-treated and carboplatin-treated groups were obtained for

macroscopy and immunofluorescence staining.

For macroscopy, nodules were kept into formaldehyde 4% and a tumor regression grade

(TRG) was performed.

For immunofluorescence staining, nodules were flash frozen in liquid nitrogen at 20 wk.
Livers were then sliced using a cryostat at -14°C. Nodules sections were fixed for 10 min in
ice-cold 90% acetone and maintained at -80°C until staining. Nodules 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 Nodules with primary
antibody against either CD31 (1/50) or Ki67 (1/50) was performed overnight at 4°C. After
being washed, nodules sections were incubated with the appropriate secondary antibody
(1/200). Images were captured and analyzed with a Zeiss Observer Z1 microscope (Zeiss,

Oberkochen, Germany).

Ki67 surface staining was assessed using x40 images. Each image was evaluated and

visually classified in quartile as follows: 0-25%, 25-50%, 50-75%, and 75-100% of positive
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surface. Tumor angiogenesis was assessed by staining for CD31, a surface marker of
endothelial cells, and subsequent evaluation of vessel numbers and vascular lumen area per
field. For CD31 staining, number of vessels per field (at least five fields/slide) was assessed
using Fiji (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA), that permitted to evaluate the

vascular density and the vascular length density measurement in percentage of area.

Imaging protocol

Forty C57BL06/ID8-Luc mice had Doppler US of the SMA and CT the day of
randomization using our imaging protocol as previously published every 2 weeks during 4
weeks after [136]. Briefly, animals had measurement of mBFVel in the CT and SMA using
Doppler US under volatile anesthesia (isoflurane 0.5% under ambient air. An ACUSON
S3000 (Siemens Healthcare, Erlangen, Germany) equipped with a 14-MHz probe was used.
Color Doppler mode (7.5 MHz) was activated on an anterior longitudinal view of the
abdomen crossing the longitudinal axis of the aorta. The CT and SMA were then drawn and
localized on the screen by their color-coded blood flow. Spectral analyses of the Doppler
signal recorded in the CT and SMA were successively acquired using a 7.5-MHz pulsed
Doppler ultrasound frequency. The sample volume was set at 1 mm?, and the low-velocity
rejection rate at 0.6 cm/s. The minimum detectable velocity was about 1 cm/s, and the

maximum was 150 cm/s.
Statistics

Weights, mBFVel in the CT and SMA were compared between groups using a two-way
ANOVA test (depending on treatments and the time of examination). The PCI calculated at
the end of the experiment were compared between groups using a one-way ANOVA test

(depending on treatments). The mBFVel measured in the CT and SMA were correlated to the
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PCl and weight, using a Pearson test (MedCalc® Statistical Software version 18.2.1,
MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium). The degree of significance of the selected tests

was p <0.005 (Johnson Proc Natl Acad Sci USA 2013).

RESULTS

Peritoneal graft of ID8-Luc cells induced an hemorrhagic PC in 8 weeks with presence of

micro and macro tumor nodes disseminated in the peritoneal cavity (Figure 3).

ID-8 cells

Carboplatin, but not bevacizumab, inhibits progression of PC in 1D8-Luc/C57B6 mice

(Table 1)

Eight weeks after ID8-Luc cells injection the weight (23.3 = 0.6 g), PCI (11 * 3), and
mean BFVel in the SMA (7 £ 0. 8 cm/s) and the CT (7.9 = 1.1 cm/s) were lower in the
carboplatin-treated than in untreated mice (27.7 = 0.5 g (p<0.001); 28 £ 6 (p<0.001) and 10.7
+ 0.6 cm/s (p<0.001); 15.1 + 0.9 cm/s (p<0.001) and bevacizumab-treated mice (27.6 £ 0.6
(p<0.001); 26.1 + 3.6 (p<0.001) and 10 = 0.8 cm/s (p<0.001); 14.44 + 1.09cm/s (p<0.001)
(Figure 4). Those results were similar between the bevacizumab-treated and the untreated
C57BL06/ID8-Luc (21.8+ 0.6g; 7.2 + 0.8 cm/s; 10.5 + 1.1 cm/s). In addition, untreated
C57BL06/ID8-Luc and bevacizumab-treated group demonstrated an abundant ascites whereas
there were no ascites in the carboplatine-treated group. The mBFVel in the SMA and CT were
correlated with the PCI r=0.70 and r=0.56 respectively. Moreover, the mBFVel in the SMA

was highly correlated with the PCI within the mesentery r=0.9. (Figure 5)

In accordance with the evolution of PCI, carboplatin significantly inhibited tumor

proliferation as assessed by quantification of the percentage of Ki67- positive mitotic nuclei in
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histologic sections of peritoneal nodules from treated animals compared with untreated mice.
(Figure 7). In carboplatin treated mice, 61% of specimen analyzed had <25% area of Ki 67
positive staining and 25% in untreated mice. Conversely, 92% of specimen in untreated mice

had >75% Ki 67 positive staining and none in carboplatin treated mice.

Similarly, carboplatin decreased the density of vessels (Figure 8). The mean vascular density
was 34% in untreated mice and 21% in carboplatin treated mice (p<0.001); the mean vascular

length density was 3.2% in untreated mice and 2.1% in carboplatin treated mice (p<0.001).

DISCUSSION

The decreased of the mean Blood Flow Velocity measured in the SMA and CT using
Doppler US is associated to tumor response to carboplatin in 1D8-Luc/C57BL06 mice with
peritoneal carcinomatosis of ovarian origin. The intraperitoneal injection of 10 million of ID8
cells resulted in a PC with hemorrhagic ascites in 100% of mice. Thus, this protocol was

robust to create a PC in immunocompetent C57B6 mice.

Tumor growth is strongly driven by an angiogenic switch that enhances the metastatic
and invasive potential [137]. Angiogenesis is responsible for an expansion of the tumor
microvascular bed. This neo-formed vascular network decreases the hemodynamic resistance
downstream from the native afferent artery supplying the organ where the tumor grows.
Doppler US can be performed in this afferent artery to detect hemodynamic changes
reflecting the modifications of the tumor vascular network [127, 130, 131, 136]. More
precisely, according to Poiseuille’s law, local BFVol is adjusted according to the changes of
local hemodynamic resistance. When tumor tissues develop within an organ, metabolic
demands increase, inducing sprouting angiogenesis originating from the vascular network of

the native organ. This results in an increase of the micro-vascular bed of the organ where
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tumor tissue develops. Local hemodynamic resistance thus falls and the BFVolume in the

feeding artery increases.

Our study demonstrates that carboplatin is more efficient than bevacizumab in 1D8-
Luc/C57BL06 mice with ovarian PC and that its effect is obtained after 4 weeks of treatment.
More precisely, there was no difference between groups in BFVel in CT and SMA after 2
weeks of treatment. However after 4 weeks, BFVel of the SMA and CT in Carboplatin-treated
mice were similar to untreated and non-injected mice, despite a PCI of 10. However, the
thorough analysis of the repartition of the location of PC implants reveals that animals treated
with carboplatin had far lesser implants in the mesentery than their counterparts. This
suggests that Doppler US is not enough sensitive to depict early hemodynamic changes in the
upstream native artery and that there is a minimum PC load to increase the BFVel.
Consequently, the onset of increase in the mBFvel measured in the SMA is related to an

extended PC with mesentery involvement.

Our study demonstrates that changes in mBFvel measured in SMA and CT reflects the
therapeutic effect of anti-tumoral drugs in mice with PC of ovarian origin. Indeed, the mean
BFVel measured in the SMA of carboplatin-treated animals (7+ 0.8 cm/s) with lower PCI (11
+ 3) was inferior than that of the non-treated mice with PC (11 = 1 cm/s and IPC =28 + 6).
Moreover we found a good correlation (r=0.7) between the BFVel measured in the SMA and
the PCI. In addition, we found that the mBFvel in the CT of the same carboplatin-treated
animals was inferior to that of non-treated animals (7.82 £ 1.09 cm/s vs. 15.05 + 0.86cm/s),
with a moderate to good correlation (r=0.56). These latter results may be related to PC
progression in the upper abdomen with implants on the surface of the liver, stomach, spleen
and upper duodenum. Consequently the combination of Doppler US of the SMA and CT
could allow distinguishing between mice with PC restricted to the mesentery and those with

extension beyond the mesocolon.
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The results of immunofluorescence staining Ki 67 and CD31 indicate that carboplatin
has anti-proliferative and consecutive and subsequent anti-angiogenic effects on peritoneal
nodules of ovarian origin. These results along with the decrease of PCI in carboplatin-treated
mice reflecting PC extension within the abdomen and nodules’ size confirm our hypothesis.
Hemodynamic changes in the feeding arteries of abdominal organs seem to reflect the
ongoing expansion of the tumoral vascular network grafted on abdominal organs. The
decrease of mBFVel in the SMA and CT are associated with a decrease of tumor proliferation
as assessed by Ki 67 staining, thus with a decrease of metabolic needs. Similarly the decrease
of vascular density within the tumor may explain the decrease of the mBFVel. Indeed,
decrease of vascular bed is responsible of an increase in local hemodynamic resistance that

limits the circulatory velocity increase in the upstream native conduit artery [129, 130].

These results confirm our hypothesis that PC progression is linked to an angiogenesis
and cell proliferation that increases the tumor vascular bed and the tumoral metabolic
demand, that result in an increase of the upstream afferent artery’s blood flow [129, 130, 136,

138].

Analysis of the Doppler recordings in the SMA of patients with PMP allows with
success the monitoring of surgical treatment. Further studies must now be underwent in
woman with peritoneal carcinomatosis of ovarian origin in order to explore the potential use
of SMA and CT Doppler US recordings for the monitoring of pharmacological and surgical
treatments.. More precisely, Doppler ultrasound of the TC and SMA could be a valuable
imaging tool in clinical routine to screen for patients with PC of ovarian origin and mutation
of the genes Breast Cancer 1 or 2 (BRCA 1&2) with good tumor response to carboplatin.
Currently, those patients may benefit from olaparib, an anti-poly-(ADP ribose) polymerase 1
(PARP-1) treatment [139, 140]. Doppler US could thus be a non-invasive and robust tool to

longitudinally monitor the antitumor effect of Carboplatin
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Tables

Table 1. Results after 4 weeks of treatment

Group Weight PCI mBFVel in SMA | mBFVel in CT
Group 1

27.7£ 0.5 28.2%6.2 10.7+£ 0.6 15.1+ 0.86
Untreated 1D8-Luc/C57B6
Group 2
Bevacizumab 27.6+0.6 26.1+3.6 10+ 0.78 144+ 1.1

ID8-Luc/C57B6

Group 3
Carboplatin 23.3+0.59 10.8+3.3 7+0.8 78+1.1

ID8-Luc/C57B6

Group 4
21.8+0.6 26.1+3.6 7.2+£0.8 10.5+1.1
Healthy (C57B6)

Note. PCI means peritoneal carcinomatosis index; BFVel means mean Blood Flow Velocity;

BFVel is in cm/s; Weight is expressed in grams
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Figures

Figure 1. Bioluminescence imaging of C57B6 mouse with intraperitoneal injection of
ID8-Luc cells at 4 (A) and 6 weeks (B).

153



Figure 2. Planning of the experiment.
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Figure 3. Gross photograph of peritoneum and mesentery of a ID8-Luc/C57BI6 mouse
with peritoneal carcinomatosis implants and hemorrhagic ascites.
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Figure 4. Mean Blood Flow velocity in the SMA at 8, 10 and 12 weeks.
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Figure 5. Correlation between mBFVel in the SMA and PCI.
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Figure 6. Correlation between mBFVel in the SMA and mesenteric PCI.
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Figure 7. Ki67 immunostaining of the peritoneal nodules after 4 weeks of treatment in
control untreated mice (A), and carboplatin-treated mice (B). The percentage of positive
Ki67 cells was considerably decreased in carboplatin-treated mice versus untreated
(***p, 0.001) mice (C).
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Figure 8. CD31 immunostaining of a peritoneal nodule in control untreated mice (A),
and carboplatin-treated mice (B), (x20). Microvascular density decreased considerably
in the carboplatin-treated compared with untreated mice, as assessed by the number of
microvessels or vascular surface area.
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3.4.3 Etude ancillaire

Mesure des débits et des vitesses sanguines moyennes chez des patientes avec

une masse ovarienne et une suspicion de carcinose peritonéale.

Objectif :

Vérifier les données précliniques concernant les modifications hémodynamiques dans
I’artére mésentérique supérieure (AMS) de patientes avec carcinose péritonéale d’origine

ovarienne.

Mesurer les débits dans I’AMS de patientes avec une suspicion de carcinose
péritonéale d’origine ovarienne et corréler les résultats a D’extension de la maladie en

chirurgie.

Matériel et méthodes :

Vingt-trois patientes de 58.3 £ 13.7 ans [min — max : 30 — 76 ans] avec une masse
ovarienne suspecte, et une suspicion de carcinose péritonéale sur un scanner préopératoire ont
eu une échographie Doppler de 1°'AMS avec mesure du débit artériel 44 = 69 jours [min —
max : 0— 173 jours] avant la chirurgie. Toutes les patientes ont eu une évaluation de I’ICP lors

de la chirurgie. Les résultats de I’échographie Doppler ont été corrélés a I’'ICP.

Résultats :

Les caractéristiques des patientes sont présentées dans le tableau 1 et les résultats de la

chirurgie et de |’échographie Doppler dans le tableau 2.

Au total, 2 patientes (2/23; 8,7%) avaient une tumeur borderline sans carcinose
péritonéale, 4 patientes (4/23 ; 17,4%) avaient un cystadénocarcinome séreux et 18 patientes
un cystadénocarcinome mucineux (18/23; 73,8%). L’ICP moyen était de 13 + 13 [min —

max : 0 — 39] avec en moyenne 5 + 5 régions touchées [min — max : 0 — 13]. Les vitesses
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moyennes et les débits étaient élevés avec respectivement 26.8 + 13.9 cm/s [min —max : 9,1
— 75,9 cm/s] et 344.5 + 129.4 ml/s [min — max : 124.9 — 543.7 ml/s]. Il existait une trés bonne

corrélation entre le débit et I'ICP avec r = 0,81 (Figure 1).

Conclusion :

Les vitesses et les débits étaient augmentés chez les patientes avec carcinose
péritonéale d’origine ovarienne. Le débit semble indicatif de 1’¢tendue de la carcinose

péritonéale.

162



Tableau 1. Caractéristiques des patientes.

Age CA 125 Délai Doppler/chirurgie
(en années) (en U/ml) (en jours)
58,3 +13,7 379,2+571,7 44 + 69
Résultats
[30 - 76] [0-1676] [0-173]

Tableau 2. Résultats de I’échographie Doppler et de la chirurgie

mBFVol mBFVel
ICP Nb de régions touchées
(en ml/min) (en cm/s)
3445+ 129,4 26.8+13.9 13+13 5+5
Résultats
[124,9 - 543,7] [9,1-75,9] [0-39] [0-13]
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Figure 1. Corrélation entre le débit et I’'ICP.
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4. PARTIE 3 : DISCUSSION, PERSPECTIVES, CONCLUSION
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Ce travail démontre qu’il existe une relation directe entre les modifications
dynamiques du lit vasculaire d’une tumeur et les grandeurs hémodynamiques de 1’artére
afférente a I’organe sur lequel la tumeur se développe. Les modifications du lit vasculaire
tumoral ont lieu a une échelle microscopique et il est aujourd’hui difficile d’avoir un
marqueur fiable et reproductible in vivo en imagerie non invasive. Le remodelage vasculaire
d’amont est une traduction macroscopique des phénoménes micro vasculaires tumoraux, et

donc plus facilement détectable et mesurable.

En résumé, les forces de cisaillement exercées a I’interface sang/endothélium
représentent une contrainte que le ventricule gauche doit surpasser pour assurer le débit. Cette
contrainte est importante a 1’étage artériolaire et constitue la résistance hémodynamique
artériolaire c’est-a-dire un véritable barrage hémodynamique qui protége les capillaires d’une
pression de type artérielle, donc d’une destruction et d’une fuite capillaire vers les tissus,
maintenant la volémie, I’homéostasie du systeme circulatoire. Cette contrainte est beaucoup
plus faible a I’étage artériel, le systéme artériel présentant ainsi une résistance
hémodynamique faible qui doit cependant étre « normalisée » pour diminuer au mieux le
travail cardiaque. Pour ajuster les forces de cisaillement, I’artére adapte son diamétre circulant
en fonction du débit sanguin, débit lui-méme déterminé par la valeur de la résistance
hémodynamique d’aval de 1’organe irrigué (Loi de Poiseuille). La valeur de la résistance
hémodynamique d’organe dépend essentiellement de la densité micro vasculaire d’organe.
Ainsi, en cas de formation d’un lit micro vasculaire anormal surajouté, la résistance
hémodynamique s’abaisse, le débit sanguin local s’éleve, les vitesses circulatoires et les
contraintes de cisaillement augmentent en 1’absence d’adaptation de ’artere afférente. Pour
ramener les contraintes de cisaillement a des niveaux physiologiques (8-10 dynes/cm?),

I’artére est alors 1’objet d’un remodelage vasculaire expansif consistant en
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1) une vasodilatation, i.e. une augmentation de son diamétre circulant pour diminuer
les vitesses circulatoires (donc les forces de cisaillement) tout en assurant un débit sanguin
local augmenté,

2) une augmentation de I’épaisseur du vaisseau pour équilibrer les forces de tension
pariétale exercées par 1’augmentation du diamétre circulant (Loi de Laplace) [87, 141].

Ce remodelage artériel est assuré par des processus de destruction et reconstruction
successifs des différentes couches de la paroi vasculaire. C’est un processus long qui s’établit
sur plusieurs semaines/mois dans 1’espéce humaine, plusieurs jours/semaines sur les modeéles
murins.

Inversement, en cas de diminution constante de débit sanguin local (ablation du lit
micro vasculaire anormal par résection de tumeur ou d’organe), les contraintes de cisaillement
sont également transitoirement modifiées, abaissées, et les mémes processus biologiques
interviennent dans la paroi artérielle pour aboutir & un remodelage artériel régressif avec
diminution du diametre circulant pour restaurer les niveaux de vitesses circulatoires (donc de
contraintes de cisaillement).

Le retard entre 1’adaptation de [Dartére, son remodelage, et la croissance ou
I’involution du lit vasculaire anormal néoformé d’aval définit donc un laps de temps pendant
lequel les vitesses circulatoires et les forces de cisaillement dans ’artére afférente sont
« désadaptées ». La constatation par leurs mesures de cette désadaptation constitue alors un
moyen de mise en évidence de I’évolution en expansion ou en régression des Iésions
néoformées en aval. Le niveau du débit artériel dans 1’artére afférente a la 1ésion renseignerait
ainsi sur le «volume vasculaire » de la lésion tumorale, donc son volume, et les forces de
cisaillement atteintes dans I’artére afférente renseigneraient alors sur I’évolutivité de la 1ésion
tumorale, de facon prédictive, avant les modifications morphologiques radiologiques et

cliniques.
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Il existe cependant quelques limites a ce modele qui s’appuie sur quelques
approximations. Dans la formule de calcul de la force de cisaillement, nous avons considéré la
viscosité comme une constante. Or, la viscosite peut varier dans des conditions
physiologiques ou pathologiques. Ainsi, la modification de la concentration volumique des
cellules sanguines (polyglobulie , hyperleucocytose, thrombocytose), la modification de la
viscosité du plasma (hyperfibrinogénémie, hyperglobulinémie, hyperprotidémie), la
modification de la déformabilité des hématies (sénescence, drépanocytose) et de la
température sont des facteurs qui influencent 1’élévation de la viscosité du sang et donc
I’augmentation des forces de cisaillement tangentielles appliquées a [I’interface
sang/endothélium [142]. Plus précisément, I’hématocrite semble étre le parametre le plus
influent sur la viscosité du sang [143]. Les globules rouges ont en effet tendance a créer des
agrégats (rouleaux) qui augmente la viscosité du sang. Cependant, ces rouleaux se
désagregent a vitesse élevée, et simultanément les globules rouges s’allongent dans la
direction du flux. Ainsi, dans les arteres de gros et de moyens calibre, les vitesses circulatoires
maximales sont élevées (autour de 100 cm/s en systole) ; par conséquent la viscosité est 10 a
20 fois plus faible a ’étage artériel que dans les micro-vaisseaux et I’on parle alors de
viscosité cinématique. Sa modification en fonction des concentrations en cellules sanguines et
protéines plasmatiques présente alors un impact beaucoup plus modéré a 1’étage artériel qu’a
I’étage micro vasculaire. Ainsi, pour un « usage clinique » la viscosité peut étre considérée
comme constante dans les grosses arteres (0,035 Poise) [144].

Enfin, les élévations de la viscosité sanguine sont surtout observées chez les
patients porteurs d’une évolution de leur maladie, en récidive, et, 1’augmentation
éventuelle de viscosité éléverait plus encore leurs valeurs de forces de cisaillement. Ceci
participe ainsi a une minimisation de 1’élévation des forces de cisaillement quand on

utilise une viscosité constante avec la formule de calcul dans les artéres afférentes aux
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organes touchés comme I’artére mésentérique supéricure I’artére hématique ou les
carotides et leurs premiéres branches, renforcant ainsi nos resultats [142—144].

Une seconde approximation est que le sang est considéré comme un fluide Newtonien,
c’est-a-dire avec un écoulement stable et une viscosité dynamique constante quelle que soit
les vitesses de circulation. Or, il est évident que la circulation sanguine est pulsatile et que
comme nous venons de le voir, les hématies qui sont les déterminants majeurs de la viscosité
sanguine ont un comportement différent a vitesse elevée et vitesse faible [145]. De méme les
variations de température et de concentrations en protéines plasmatiques (particulierement le
fibrinogéne) influence les capacités d’agrégation des hématies pour différentes vitesses [142,
146]. Néanmoins, les modéles considérant le sang comme un fluide non Newtonien sont

compliqués et peu utilisables en routine clinique.

Les études réalisées ici chez I’animal ne mesuraient que les vitesses circulatoires dans
I’artére mésentérique supérieure et le tronc ceeliaque. En effet, la résolution de 1’échographe
était insuffisante pour mesurer de maniére fiable et reproductible les variations du diameétre
des vaisseaux d’intérét. En expérimentation sur le petit animal, nous ne pouvions donc
mesurer que les vitesses circulatoires afin d’évaluer 1’évolution (i.e. stabilité, expansion ou
involution) des lits vasculaires anormaux d’aval. En revanche, en clinique humaine, nous
avions la possibilite de mesurer les diametres circulants et les vitesses circulatoires afin de
calculer les débits de perfusion d’organe et les forces de cisaillement. Ceci nous a donc
permis de mettre en évidence le concept d’un déphasage temporel entre le remodelage
vasculaire de I’artére en amont d’un lit vasculaire d’aval anormal et les modifications du
«volume » du lit vasculaire anormal afin d’évaluer 1’évolutivité des 1ésions tumorales, aussi
bien sur des MAVS que sur des carcinoses péritonéales. Comme les vitesses circulatoires

varient dans le méme sens que celles des forces de cisaillement et avec une sensibilité et une
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spécificité voisine, il est possible de valider tous les résultats obtenus sur le petit animal a
partir des observations faites en pathologie humaine.

Le phénomene de remodelage artériel expansif ou régressif et le déphasage temporel
par rapport a 1’évolution, indépendante, du lit vasculaire d’aval sont des concepts nouveaux
qui semblent ubiquitaires (Figures 18 & 19). Son utilisation a des fins diagnostiques et
pronostiques est probablement transposable a d’autres situations cliniques ou un lit capillaire
subit des modifications de nature (apparition de shunts) ou de taille (expansion ou régression).
(Voir annexes 1 & 2).

La preuve de concept est faite, il reste bien slr a réaliser des essais cliniques bien
conduits pour apporter la « preuve clinique » aussi bien sur les MAVS que sur les carcinoses
péritonéales, voire d’autres lésions a pouvoir angiogénique.

Une autre limite de la technique est liée & la méthode de mesure par échographie
Doppler. En effet, seuls les vaisseaux facilement accessibles peuvent étre examinés. Ainsi,
les vaisseaux profonds, peuvent étre cachés par des interfaces aériques ou osseuses, ou
bien encore les patients peuvent étre obeses, rendant difficile 1’utilisation de 1’échographie
Doppler.

C’est pourquoi I’utilisation de I'IRM en contraste de phase pourrait €étre un outil
performant et intéressant pour palier a ces limites. L’IRM permet d’avoir acces a tous les
vaisseaux du corps humain, n’est pas perturbé par les interfaces aériques ou osseuses, est
reproductible et la séquence d’acquisition dure 30-90sec ce qui permet d’étre intégré en
routine clinique assez aisément (Voir Annexe 3). L’IRM en contraste de phase pourrait

constituer une perspective intéressante d’étude des remodelages vasculaires tumoraux.

170



ANNEXES

Annexe 1
Patiente de 40 ans avec une tumeur rénale droite de 10cm.

Asymétrie de diamétre de I’artére rénale du coté de la tumeur et des vitesses moyennes
identiques : 6cm/s a droite et 7,1cm/s a gauche. En revanche les débits du coté
pathologique sont franchement augmentés : a droite 189,4 ml/s, a gauche 302,8 ml/s. Ces

résultats sont en faveur d’une tumeur large, lentement évolutive.
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Annexe 2 :
Patiente de 65 ans avec une metastase de cancer de la thyroide dans la branche ilio-

pubienne droite.

Artéres pudendales internes symétriques avant 1’apparition d’une métastase de cancer de la
thyroide dans la branche ilio-pubienne droite. Secondairement, ’artére pudendale interne
droite s’hypertrophie (passant 3 a 3.5mm) puis revient a un calibre normal apres embolisation

et cimentoplastie de la Iésion.

Patiente de 72 ans avec une métastase trochantéro-diaphysaire fémorale gauche de
cancer du rein.

(A) Hypertrophie de la branche descendante de I’artére circonflexe fémorale gauche en

comparaison de I’artére a droite (fleches blanches). (B) retour veineux précoce par les veines
fémorales profondes a gauche illustrant 1’existence de fistules artérioveineuses intra tumorales

(fleches noire).
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Annexe 3 :

Patient avec pseudomyxome péritonéal surveillé par IRM en contraste de phase de
P’artére mésentérique.

Mesure du débit mésentérique estimé en échographie a 317ml/s et 361 ml/s en IRM.
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