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Resumé

Le travail réalisé durant cette these a eu pour objectif de développer un modele théorique spéci-
fiquement dédié au contexte du développement tumoral tel qu’il peut étre observé sous une fenétre
dorsale implantée sur une souris.

Le modele développé est un modele hybride multi-physique et multi-échelle qui couple deux
modules principaux. Le premier module modélise la croissance tumorale par un automate cellulaire
qui permet de différencier I’état de chaque cellule en fonction de son histoire (cycle cellulaire), et
de son environnement (espace disponible pour proliférer, présence d’oxygene). Le second module
modélise le réseau vasculaire et le flux sanguin et rend compte de l’angiogenese (apparition de
nouveaux vaisseaux) et de 'adaptation du diametre des vaisseaux, en fonction de 1’évolution des
contraintes hémodynamiques, nettement visible sous la fenétre dorsale. L’ensemble des processus
diffusifs (diffusion de 'oxygene et des facteurs de croissance vasculaire) sont décrits par des équa-
tions aux dérivées partielles, couplées a des automates cellulaires qui permettent de localiser a
chaque instant pour chaque équation les termes sources (production) et les termes puits (consom-
mation) pour chaque entité diffusive.

Les simulations numériques réalisées montrent dans quelle mesure il est possible de rendre
compte des observations expérimentales sur le plan qualitatif, qui nécessite la neutralisation des
biais numériques ; et sur le plan quantitatif, pour reproduire la cinétique de croissance tumorale et
I’évolution de la densité vasculaire.

Le modele numérique de 1’évolution tumorale sous fenétre dorsale est ensuite utilisé pour tester
les effets de deux types de molécules : cytotoxiques et anti-vasculaires. Les simulations numériques
de ces deux types de traitement explorent différents protocoles, définis par le mode d’action de la
molécule, la dose administrée et la fréquence d’administration. Les résultats montrent comment
il est alors possible de définir un protocole optimum pour une tumeur donnée en direction d’une
individualisation de la thérapie.

Ce modele intégré a permis de poser de fagon satisfaisante les bases d'un clone numérique du
modele expérimental d’évolution tumorale sous fenétre dorsale méme si certains aspects nécessitent
encore quelques améliorations. La validation des aspects thérapeutiques restera encore a accomplir
avant de pouvoir envisager a terme le remplacement (au moins partiel) de 'animal par I'ordinateur.
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INTRODUCTION

Le cancer est une cause majeure de déces dans le monde. Ainsi, en France, il est la premiere
cause de mortalité chez 'homme (33% des déces) et la deuxieme chez la femme (24% des déces).
De plus, cette maladie est également la premiere cause de déces (chez les moins de 65 ans) pour
les deux sexes [1]. Selon le type et la localisation de la tumeur, les chances de survie du patient
peuvent varier énormément. La survie peut également varier selon I’dge du patient ou le stade
de la tumeur au moment du diagnostic. Pour mesurer ces chances, la survie nette, c’est a dire la
survie fictive que 1’on observerait si le déces des patients était forcément lié au cancer, est souvent
utilisée. Le taux de survie net a 10 ans peut varier de 1 a 93% selon les types de cancer. Ainsi, pour
ne citer que les cancers les plus courants, le taux de survie net a 10 ans entre 1989 et 2007 était
de 76% pour le cancer du sein, de 70% pour le cancer de la prostate, de 52% pour les femmes et
48% pour les hommes pour le cancer du colon-rectum, et de 12% pour les femmes et 9% pour les
hommes pour le cancer du poumon. D’énormes progres sont donc encore a faire pour comprendre
et traiter cette maladie dont l'issue est trop souvent fatale.

La recherche contre le cancer a énormément progressé au cours de ces 10 derniéres années.
Cependant les découvertes les plus récentes montrent a quel point le développement tumoral peut
devenir encore plus complexe lorsqu’une thérapie est appliquée. La capacité d’adaptation des cel-
lules tumorales est en effet remarquable et les mécanismes que la cellule emploie pour échapper au
traitement sont inattendus et continuent d’étre largement sous-estimés. Ainsi, méme si la panoplie
des armes thérapeutiques n’a cessé de se diversifier, il reste difficile d’en faire un usage optimisé
voir pertinent, c’est a dire qui anticipe et gere les conséquences du couplage de plusieurs théra-
pies et en particulier de plusieurs types de molécules. Une approche intégrée telle que I'autorise
la modélisation théorique est plus que jamais nécessaire pour gérer la complexité du probleme
et pour rationaliser et optimiser I'utilisation et les couplages entre les différents moyens d’action
thérapeutique.

Un modele expérimental classiquement utilisé pour tester de nouvelles molécules est le dispo-
sitif de fenétre dorsale fixé sur le dos d’une souris, dans laquelle est implantée une micro tumeur.
Ce modele permet d’observer par imagerie intravitale le développement de la tumeur et de sa
vascularisation, ainsi que les effets d’une variété de molécules (cytostatiques, cytotoxiques, anti-
angiogéniques ou antivasculaires).

L’objectif de cette theése a été de construire un modele con¢u pour décrire I’évolution tumorale
telle qu’observée sous une fenétre dorsale sur la souris, dans le but de disposer d’un outil numérique
suffisamment fiable pour tester les effets des thérapies. Le modele doit donc intégrer les interactions
entre la croissance tumorale et le développement vasculaire. Il doit par conséquent modéliser les
effets des substances émises par la tumeur qui induisent le développement vasculaire, ainsi que la
diffusion dans les tissus de 'oxygene et des agents thérapeutiques transportés par les vaisseaux. Ce
travail s’inscrit dans le cadre du projet CATS pour « Computer-Assisted Therapeutic Strategy »
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dont I'ambition est de développer une tumeur virtuelle, clone numérique d’un modele expérimen-
tal, afin de tester et d’optimiser de nouveaux protocoles (couplages) thérapeutiques.

La these est articulée en trois parties. Dans la partie I, I’état de I'art de la discipline est présenté.
Tout d’abord, chapitre A, les mécanismes biologiques de la croissance vasculaire et tumorale sont
détaillés. Ce chapitre s’attarde en particulier sur les différents mécanismes de développement et de
remodelage vasculaire qui ont lieu dans le tumeur. Le chapitre B présente les différents modeles
mathématiques de développement vasculaire et tumoral. Plusieurs modeles allant du continu au
discret et qui décrivent la croissance tumorale et 1’évolution du réseau vasculaire y sont présentés
et comparés. Le chapitre C expose les différentes thérapies existantes et différents modeles qui
simulent les effets des molécules thérapeutiques.

Dans la partie II, les modeles et méthodes utilisés dans cette these sont présentés. D’abord,
chapitre D, le modele expérimental de la fenétre dorsale est détaillé, ainsi que la technique de seg-
mentation des réseaux vasculaires des images obtenues par ce procédé. Ensuite, chapitre E, notre
modele computationnel est présenté. Il s’agit d’un modele multi-physique et multi-échelle couplant
un module de croissance tumorale a un module d’évolution vasculaire présentés indépendamment.

Enfin, la partie III présente les résultats obtenus a partir du modele. Dans le chapitre F, la
question de la maniere de prendre en compte dans le modele le réseau submicrovasculaire (capil-
laires) est abordée. Puis, le chapitre G s’attarde sur différents aspects de la prolifération cellulaire
dans notre modele. Il explique le choix des parametres pour la division cellulaire et aborde les as-
pects de compétitions entre cellules selon leur vitesse de prolifération. Le chapitre H présente des
résultats expérimentaux du développement tumoral sous fenétre dorsale, ainsi que des simulations
numériques avec lesquelles ils sont mis en relation. Ce chapitre insiste sur 'adaptation vasculaire
qui a lieu sous l'effet de la tumeur. Enfin, dans le chapitre I, différentes thérapies cytotoxiques et
anti-vasculaires sont testées par la simulation numérique.
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A. LES MECANISMES DE CROISSANCE VASCULAIRE ET TUMORALE

Sommaire
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A.3 Lacroissance tumorale . . ... ... ... ... ... .. 19
A31 Lecyclecellulaire. . . . . . . . . .. .. 19
A.3.2 Le cas particulier des cellules tumorales . . . ... .. ... ........ 21

A.1 Le développement d’une tumeur

Une tumeur se développe a partir de quelques cellules qui se divisent tres rapidement (figure
A.1a). Ces cellules sont en conséquence grandes consommatrices d’oxygene et de nutriments et vont
alors rapidement manquer de ressources en se divisant. Elles entrent alors dans un état quiescent,
ou elles réduisent drastiquement leur métabolisme et ne se divisent plus. Ces cellules hypoxiques
émettent des facteurs de croissance, tel que le VEGF, qui va induire le développement de nouveaux
vaisseaux qui vont & nouveau les alimenter (figure A.1b)[2]. La tumeur est alors vascularisée. Cer-
taines cellules retournent a I’état prolifératif ou elles peuvent se diviser, et la tumeur peut continuer
ainsi son développement (figure A.1c). On appelle ce processus de vascularisation 1’angiogenese,
sans lequel la tumeur ne peut se développer au dela de quelques millimetres [3].

Emission de
.. facteurs de
+ croissance

vasculaire

apportde = |
nutriments

a. Petite tumeur b.Germination d'un capillaire c.Tumeur vascularisée

Fig. A.1: I’angiogenese et la croissance tumorale qu’elle favorise (Source : wwww.angioworld.com)
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A.2 Les principes de I'adaptation vasculaire

A.2.1 Remodelage vasculaire

Lorsqu’une tumeur se développe dans un tissu sain vascularisé, elle emprisonne les vaisseaux se
trouvant dans ce tissu. Les vaisseaux cooptés dans la tumeur émettent une angiopoiétine, Ang2 [4—
9]. Cette protéine entre en concurrence avec l’angiopoiétine émise par les cellules péri-endothéliales
[10], Angl, pour se lier avec le récepteur Tie2 des cellules endothéliales constituant la paroi des
vaisseaux [4, 6, 10]. Contrairement a Angl, la protéine Ang2 n’active pas le récepteur Tie2, et
inhibe ainsi l'effet stabilisant de I'angiopoiétine Angl sur les vaisseaux [4, 10]. Les cellules péri-
endothéliales (péricytes, cellules musculaires lisses...) et de la matrice extra-cellulaire se désolida-
risent alors de I'endothélium et les liaisons entre les cellules endothéliales composant cette couche
se délitent [10-13].

En conséquence, les différentes cellules des vaisseaux sont plus susceptibles de proliférer, de
migrer, et de mourir par apoptose en réponse aux facteurs de croissance générés localement et aux
différents stimuli hémodynamiques s’exercant sur la paroi de ces vaisseaux [12, 14]. Certains vais-
seaux régressent alors, et d’autres vont voir leur diametre s’adapter (constriction ou dilatation).
Ce mécanisme est appelé le remodelage vasculaire [15].

En particulier, lorsque des contraintes mécaniques comme la tension de cisaillement exercée
par le flux sanguin sur les parois des vaisseaux sont faibles, cela diminue I’expression des molécules
d’adhésion cellulaires. La déstabilisation et le délitement de ’endothélium sont alors favorisés, ce
qui mene a effondrement des vaisseaux [16]. Les cellules vasculaires meurent alors par apoptose[17].
D’autre part, les vaisseaux se contractent ou se dilatent selon les variations des contraintes hémo-
dynamiques que sont le flux sanguin, la tension de cisaillement et la pression transmurale [16-18].
Le VEGF favorise également le détachement des cellules péri-endothéliales (ou péricytes) et la
croissance circonférentielle des vaisseaux grace a 'incorporation de cellules tumorales dans la paroi
vasculaire observée dans certains types de tumeurs (section A.2.2) [6, 13, 19].

A.2.2 Angiogenése

La tumeur, en se développant, détruit le réseau submicrovasculaire qui assure 1’oxygénation
physiologique et homogene du tissu. Les cellules tumorales qui proliferent anormalement sont rapi-
dement a court de ressources et deviennent hypoxiques. Cet état d’hypoxie déclenche la production
de protéines HiF, qui eux-mémes vont stimuler la production de facteurs de croissances qui vont
stimuler ’angiogenese.

Le VEGF-A est généralement un des facteurs les plus importants dans la croissance vasculaire
[20-22]. Son émission par les cellules tumorales est déclenchée par le manque d’oxygene (hypoxie),
et le manque de nutriments, en particulier le manque de sucre (hypoglycémie) [23]. Cette protéine
fait partie de la famille des VEGF (vascular endothelial growth factor) qui sont des facteurs de
croissance de I’endothelium vasculaire. C’est la seule protéine de cette famille qui agit principale-
ment dans ’angiogenese tumorale. Les autres se distinguent surtout dans le développement foetal
(VEGF-B), la croissance des vaisseaux lymphatiques qui drainent le liquide interstitiel des tissus
(VEGF-C et D) ou celle du placenta (PIGF). D’autres types de VEGF existent sous forme virale
(VEGF-E), ou dans le venin des serpents (VEGF-F) [23, 24].
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Le VEGF-A existe en 9 isoformes différents issus d’'un méme gene, dont la plus abondante est
le VEGF-A;g; [23]. Elle se lie essentiellement aux récepteurs a activité tyrsosine kinase VEGFR-1
(appelé aussi Flt-1) et VEGFR-2 (ou KDR), présents entre autres sur les cellules endothéliales. Le
VEGF a des affinités différentes avec le récepteur selon l'isoforme. Ainsi, par exemple, le VEGF-
Ajgs a une affinité dix fois plus grande avec le récepteur VEGFR-1 qu’avec le récepteur VEGFR-2
[23]. La régulation de la germination de nouveaux vaisseaux a partir des vaisseaux existants se fait
essentiellement grace au récepteur VEGFR-2 [23, 25].

Le VEGF-A va a la fois agir sur la perméabilité des vaisseaux et sur la prolifération et la migra-
tion des cellules endothéliales. Ainsi, il va distendre les liens entre les différentes cellules de la paroi
endothéliale rendant cette paroi plus perméable [10, 23]. Pour cette raison, le VEGF-A est aussi
parfois appelé VPF. Sous I'action de ce stimulus, les cellules endothéliales vont également sécréter
des enzymes (les métalloprotéases) qui vont dégrader la membrane basale autour de 1’endothélium
constituée de différentes cellules péri-endothéliales telles que les péricytes [6, 10]. Cela facilite alors
la germination de néovaisseaux a partir de cellules endothéliales issus de la prolifération ou de la
migration de cellules des vaisseaux existants [6, 10, 23].

L’angiopoiétine2 a également une incidence sur les liens entre les cellules (section B.2.4). Sa
présence dans la tumeur peut faciliter la germination vasculaire induite par le VEGF [4, 9, 10].
Toutefois, dans certaines tumeurs telles que les tumeurs cérébrales, ’action du VEGF permet une
croissance circonférentielle des vaisseaux plutdt que leur germination. Ce changement de mode est
induit par 'expression de molécules telles que le récepteur EphB4 et de son ligand ephrin2 par les
cellules endothéliales de ces tumeurs [26].

Des cellules de vaisseaux existants peuvent alors devenir des germes initiateurs d’'un nouveau
vaisseau (figure A.2). Les cellules endothéliales qui forment les germes proliferent et migrent alors
vers la source de VEGF pour former des vaisseaux qui pourront alimenter en oxygene et en nu-
triments les cellules émettrices [27]. La dégradation de la matrice extracellulaire par les métallo-
protéase matricielles (MMP) influe également sur la formation de ces vaisseaux [28]. Ces protéases
MMPs sont sécrétées par les cellules endothéliales et les cellules tumorales en migration. Les vais-
seaux en formation ont en effet plus de facilité a poursuivre leur progression dans un environnement
ou les fibres de la matrice extra-cellulaire ne sont pas dégradées. Certaines MMPs peuvent éga-
lement stimuler 'action du VEGF. Mazor et col. ont ainsi récemment mis en évidence qu'un des
types de MMPs, MMP-1, augmentait la présence de récepteurs VEGR-2 sur les cellules traitées [29]

La néovascularisation par le VEGF aboutit a un réseau vasculaire désorganisé et tres per-
méable. Il a longtemps été pensé que ces vaisseaux ne se stabilisaient pas car ils ne recrutaient pas
de péricytes ou de cellules musculaires lisses (VSMCs) [30], car le VEGF n’agit que sur les cellules
endothéliales. Cependant, le recrutement de ces cellules a bien été observé sur les néovaisseaux
[13, 31, 32]. Celui-ci est induit par la présence de plusieurs facteurs de croissance tels que PDGF-
B, S1P, Angl, TGF-f; [33]. Il peut étre facilité dans la tumeur grice a I'action de métalloprotéases
qui y sont produites [33, 34].

D’autres facteurs de croissance agissent sur le développement vasculaire tumoral comme le
NOS, le PDGF ou le FGF [35]. Le facteur de croissance vasculaire FGF est une protéine sécrétée
principalement par les fibroblastes présents dans les tissus, qui induit également ’angiogenese. Le
type de FGF présent dans les tumeurs est le FGF-2 (ou bFGF) [34-36]. Il est surtout sécrété dans
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Fig. A.2: Schéma résumant les différents mécanismes de vascularisation indépendants. a. Angiogenese
grace a la prolifération et la migration des cellules endothéliales des vaisseaux existants. b.
Angiogenese grace au recrutement de cellules endothéliales progénitrices fabriquées par la moélle
osseuse. c¢. Intussusception de 2 vaisseaux pour n’en former qu'un seul. d. Vaisseau composé
uniquement de cellules tumorales D’apres Hillen et col.(2007)[8]

les tumeurs hautement vascularisées et a un stade avancé et induit un réseau vasculaire plus stable
qu'avec le VEGF, car il agit également sur la prolifération des péricytes et des VSMCs [34, 37].
Bien que le PDGF-B est surtout un facteur de croissance des péricytes et des VSMCs, il peut éga-
lement induire I’angiogenese. Le PDGF-BB et le FGF-2 sont souvent coexprimés dans les mémes
tumeurs et agissent en synergie [34].

Des nouveaux vaisseaux peuvent également se développer en recrutant d’autres cellules que les
cellules endothéliales des vaisseaux existants. Ainsi, depuis 1997 [38], il est généralement accepté
que des néovaisseaux peuvent se former grace au recrutement de cellules endothéliales progénitrices
(EPC) dérivées de la moélle osseuse et circulant dans le sang (figure A.2b). Ces cellules expriment
alors un grand nombre des marqueurs spécifiques des cellules endothéliales comme VEGFR-2 ou
Tie2 [8], bien qu’elles n’aient pas les mémes marquages génétiques que les cellules endothéliales
[39]. A lintérieur de la tumeur, les cellules tumorales dédifférenciées en un phénotype endothélial
peuvent également étre recrutées pour la formation des néovaisseaux (figure A.2d). Les cellules
tumorales peuvent constituer alors totalement (imitation vasculaire) ou partiellement (vaisseau
mosaique) la paroi du nouveau vaisseau [6, 8, 40]. Ce phénomene est surtout présent dans les
tumeurs les plus agressives.

Enfin, de nouveaux vaisseaux peuvent étre créés par intussusception (figure A.2c). Ce processus
consiste en la réorganisation des cellules endothéliales d'un vaisseau pour former deux vaisseaux
paralleles provenant et aboutissant aux mémes nceuds. Il est engendré par le contact entre les
parois intérieures d’un vaisseau [6, 8]. La double couche de la paroi endothéliale est alors perforée,
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puis la colonne entre les deux vaisseaux est formée et est envahie par les péricytes et les fibroblastes
pour former des vaisseaux distincts [6, 8].

A.3 La croissance tumorale

Les tumeurs résultent d’une prolifération anormale de cellules, qui se divisent en suivant des
cycles cellulaires rapides. Dans cette section, je vais d’abord présenter le cycle cellulaire et les
mécanismes qui le régule. Puis, je vais m’attarder sur 'altération de ces mécanismes, et sur les
différents facteurs qui influent sur le développement tumoral.

A.3.1 Le cycle cellulaire

Les cellules de 'organisme qui peuvent se diviser suivent un cycle cellulaire constitué de diffé-
rentes phases. Ce cycle aboutit généralement a la division de la cellule en deux cellules filles. La
mort cellulaire peut cependant survenir en cas de lésion irréparable de la cellule ou de son ADN,
de vieillesse, ou de division cellulaire impossible. Le cycle cellulaire est divisé en quatre phases
[41, 42] :

e La phase (G; est la premiere phase du cycle, pendant laquelle la cellule accroit sa taille.

Une cellule a la possibilité de rentrer dans une phase de quiescence Gq lors de cette phase,
et ce jusqu'a la désactivation d'un point de restriction situé en phase G [43-45]. Celle-
ci est induite par les facteurs de croissance spécifiques (GFs) qui peuvent étre synthétisés
dans I'environnement extra-cellulaire suivant les conditions du milieu. En effet, ces facteurs
de croissance induisent la production de cycline D par la cellule. Cette cycline se lie alors
avec les protéines kinases CDK4 et 6 [44, 46]. Le complexe cycline D/CDK4-6 peut ensuite
phosphoriler les protéines Rb qui gardent le point de réplication, ou les protéines Rb1/p107 et
Rb2/p130 qui partagent les mémes caractéristiques que Rb [44, 45, 47]. La phosphorilation est
I’ajout d’un groupement phosphate a une protéine pour changer ses propriétés. Elle permet
donc la désactivation du point de restriction. Les complexes cycline D/CDK4-6 peuvent aussi
se lier aux protéines p27 qui les inhibent [46].
Sous l'effet de la protéine Rb phosphorilée, la cellule émet de la cycline E qui se lie avec des
protéines kinases CDK2, ce qui phosphorise également les protéines Rb et initie la réplication
de ADN [44, 45, 48]. Ce complexe peut également se lier avec des protéines inhibitrices,
comme la protéine p21 induite par 'action de la protéine p53 et qui inhibe le complexe [49].
De la cycline A est ensuite synthétisée pour permettre la réplication de ’ADN en phase S
[44].

e La phase S est donc la phase pendant laquelle ’ADN de la cellule se réplique, de fagon a ce
que les deux cellules filles possedent une copie du génome quand la cellule se divise

e La phase (G5 est une phase courte durant laquelle la synthéses des protéines s’effectuent pour
préparer la mitose. La cellule grossit encore et I’ADN finit de se répliquer.

e la phase M, ou mitose, est la phase ou s’opére la division cellulaire

Des points de contrdle, situés a chaque phase du cycle cellulaire, déterminent si la cellule peut
continuer sa progression [41, 42, 44]. Par exemple, la croissance de la cellule est controlée, en
particulier en phase GG;. Cela permet de s’assurer du doublement de sa taille. Cette vérification
permet d’éviter que les cellules filles ne deviennent de plus en plus petites au fil des divisions [44].
Trois points de contrdle sont présents au cours du cycle cellulaire

e Le premier point de contrdle se situe en phase GGy et vérifie qu’il n’y a pas d’anomalies dans
les constituants cellulaires a dupliquer.
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Fig. A.3: Le cycle cellulaire et ses points de contréle. Les 4 phases du cycle cellulaire (G1, S, G2
et M) sont représentées, ainsi que la phase de quiescence Gy. L'utilité de chaque phase du cycle
est rappelée et les différents points de contréle a la fin des cycles Gy, S et M, qui déterminent
si la cellule est préte a continuer son cycle, sont positionnés. En phase G se situe un point de
restriction au dela duquel aucun passage en phase Gy n’est possible.

e Le deuxieme point de controle se situe en fin de la phase S. Il est activé quand des dommages
de ’ADN sont détectés ou que la réplication de ’ADN est bloquée. L’arrét du cycle cellulaire
a ce point de controle peut n’étre que temporaire, jusqu’a ce que les anomalies de réplication
soient résolues. Dans le cas contraire, la protéine p53, exprimée par le gene du méme nom
peut provoquer la mort de la cellule par apoptose [41, 50].

e Le troisieme point de controle se situe entre les phases G2 et M et permet de vérifier que la
cellule est préte a rentrer en mitose [41, 42].

Quand une cellule rencontre un environnement peu favorable a sa survie (hypoxie, acidité du
milieu), ou quand son ADN présente des dommages irréparables, elle meurt par apoptose ou par
nécrose. Le mécanisme de I'apoptose, mis en évidence en 1972 par John Kerr et col. [51], est une
autodestruction programmeée de la cellule qui permet la destruction du noyau et la destructuration
du cytosquelette de la cellule qui est ensuite éliminée par les macrophages. Cela permet d’éviter
les risques de contamination du milieu par 'ADN du noyau non détruit qui peut étre endommagé
[41]. Au contraire, la nécrose se traduit par la libération des composants cellulaires dans le milieu
extérieur. Les cellules nécrotiques peuvent par la suite se décomposer et perdre du volume, mais
elles ne sont pas évacuées.

Au bout d’un certain nombre de divisions cellulaires, un mécanisme se met en place pour
bloquer la duplication [52]. Ce mécanisme s’appelle la sénescence. Il bloque définitivement la cel-
lule en phase G1 [41, 49]. En effet, les réplications successives de ’ADN cellulaire conduisent au
raccourcissement progressif des télomeres, c’est a dire des régions a l'extrémité des chromosomes
[49, 53]. Cela aboutit a des erreurs de réplication de ’ADN aprés un certain nombre de cycles, ce
qui peut engendrer la mort par apoptose. La sénescence dépend de la protéine pb3 qui induit la
surrégulation d’inhibiteurs de la protéine kinase CDK2, comme la protéine p21 [41, 49].
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A.3.2 Le cas particulier des cellules tumorales

Grace a la régulation des mécanismes de prolifération cellulaire, le nombre de cellules dans un
tissu sain reste constant pour maintenir I’homéostasie, c’est a dire 1’équilibre des contraintes. En
revanche, une tumeur active est un amas de cellules qui proliferent anormalement et perturbent
I’équilibre du tissu dont elles font partie [41, 46]. Les cellules tumorales se sont pour cela affran-
chies (completement ou partiellement) des mécanismes de régulation des cellules du tissu, comme
la quiescence, 'apoptose, ou la sénescence.

Les cellules tumorales peuvent présenter des mutations de genes régulateurs de la sénescence
ou de I'apoptose, qui favorisent la prolifération cellulaire [41, 41, 53-57]. Ainsi, beaucoup de tu-
meurs présentent une mutation du gene p53 qui régule la mort par apoptose en fin de phase S
ainsi que la sénescence [41, 53]. En effet, une erreur de réplication sur ce geéne n’entraine pas la
mort par apoptose de la cellule car c¢’est ce gene qui est lui-méme régulateur de ce mécanisme. Une
dérégulation des protéines inhibitrices de I'apoptose (cIAPs), comme le BCL-2, peut aussi induire
une tumeur [54, 55]. Une mutation du gene Rb est également présente dans la plupart des tumeurs
pour inactiver le point de restriction [41, 56, 57].

D’autres protéines peuvent aussi favoriser la prolifération tumorale. Ainsi, dans les glioblastomes,
la protéine WIF-1 (Wnt inhibitory factor-1) qui bloque les cellules en phase G en inhibant la
protéine Wnt qui agit sur la prolifération cellulaire en est un exemple [48, 58]. De méme, des mo-
difications de la céramide, un lipide qui prend part a la construction des membranes cellulaires,
peut agir sur les mécanismes chimiques entrainant I’apoptose ou la quiescence de la cellule [45].
La reprogrammation de cellules pour lesquelles la sénescence est désactivée permet également d’in-
duire des cellules souches pluripotentes et dédifférentiées qui peuvent se diviser indéfiniment grace
a laction de télomérases qui allongent les télomeres [59].

La croissance tumorale et I'invasion des tissus sains par les cellules malignes peut aussi étre
facilitée par une dérégulation des mécanismes d’adhésion entre les cellules. En effet, les cellules
adherent entre elles et avec le milieu qui les entourent. L’adhésion est régulée par des récepteurs
surfaciques des cellules comme les intégrines [60]. Ce mécanisme est indispensable a la formation,
au maintien et au fonctionnement des tissus. En effet, il empéche le détachement et le déplace-
ment des différentes cellules qui composent les organes. Cependant, dans certains tissus tumoraux,
I’adhésion des cellules tumorales est compromise. Ces cellules peuvent alors migrer plus facilement
vers des milieux plus favorables ou se déplacer pour favoriser la prolifération cellulaire.

Toutefois, des facteurs environnementaux ralentissent tout de méme la croissance tumorale.
Ainsi, des régions hypoxiques se forment dans les tumeurs quand la consommation des cellules
en oxygene excede 'apport disponible par diffusion des vaisseaux sanguins [61]. Les cellules com-
pensent alors ce manque d’oxygene par une consommation plus élevée de glucose (glycolyse), qui
engendre une certaine acidification du milieu extra-cellulaire [62-64].

Les cellules en manque d’oxygene et de nutriments, ou se trouvant dans un milieu trop acide,
peuvent temporairement arréter de se diviser. Ces cellules sont alors en phase Gy qui correspond a
I’état quiescent. Sil’état de manque en oxygene et en nutriments est prolongé ou sévere, les cellules
peuvent mourir par nécrose [65, 66]. Ce mécanisme est induit par la désintégration de la membrane
cellulaire, qui entraine le déversement du contenu de la cellule dans I'espace extra-cellulaire.

Au contraire, une acidité modérée peut avoir un effet prolifératif, invasif, métastatique, et muta-
tionnel sur les cellules tumorales [63, 67]. En effet, les cellules saines sont plus sensibles a Pacidité
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que les cellules tumorales, ce qui donne a ces dernieres un avantage sélectif. L’acidité peut éga-
lement favoriser la rupture de la relation entre les cellules tumorales et leur tissu héte (invasion
tumorale). Ces cellules peuvent alors emprunter le réseau vasculaire et lymphatique pour migrer
vers d’autres parties du corps et former des métastases.

Abbréviation Signification

Ang
BCL
clAP
EPC
Ephs
FGF
Flt

GF
HiF
KDR
MMP
PDGF
Rb gene
S1P
TIE
TGF
VEGF
VEGFR
VPF
VSMC
WIF
Wnt

Angiopoiétine

B-cell lymphoma

cellular Inhibitor of Apoptosis Protein
Endothelial Progenitor Cells

Ephrin receptors

Fibroblast Growth Factor

Flight Tracker

Growth Factor

Hypoxia inducible Factor

Kinase insert Domain-containing Receptor
Matrix Metalloproteinase

Platelet Derived Growth Factor
Retinoblastoma gene
Sphingosine-1-Phosphate

Tyrosine kinase with Immunoglobulin and EGF homology domains
Tumour Growth Factor

Vascular Endothelial Growth Factor
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
Vascular Permeability Factor

Vascular Smooth Muscle Cells

Whnt Inhibitory Factor

Waingless integration site

Fig. A.4: Tableau des abbréviations
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B.1 Modélisation de la croissance tumorale

Dans les premiers modeles de croissance tumorale, I’évolution de la tumeur, qui dépend de la
concentration en nutriments et autres agents dans le milieu, est considérée isotrope [68-73]. La
tumeur croit ainsi pour devenir un sphéroide dont on suit I’évolution du volume au cours du temps.
Les concentrations des diverses substances dans le milieu sont mesurées par rapport au centre du
sphéroide selon des modeles simples qui prennent en compte leur émission, leur diffusion et leur
consommation par les cellules (ou leur dégradation au cours du temps). Les cellules deviennent
quiescentes ou nécrotiques lorsque la concentration des nutriments dans le milieu est faible. Ces
premiers modeles mettent parfois en avant I’hypotheése de I’émission d'un agent inhibiteur de la
mitose par les cellules tumorales ou nécrotiques [68, 70]. Ceci permet en effet de considérer un plus
faible taux de prolifération cellulaire a I'intérieur de la tumeur par rapport a la périphérie. Cepen-
dant, cette hypothese s’avérera par la suite erronée. En effet, les tumeurs sont au contraire souvent
caractérisées par une inhibition de ces agents, favorisant ainsi la prolifération cellulaire incontrolée.

Depuis, 1’évolution des connaissances sur le processus de croissance tumorale et le développe-
ment de l'informatique ont permis la construction de modeéles plus réalistes, qui rendent mieux
compte de la complexité des phénomenes impliqués. Ainsi, la vitesse de la prolifération cellulaire
peut dépendre dans certains modeles de la concentration en nutriments [65, 74-76]. Par exemple,
chez Ribba et col. (2011) [76], les différentes populations de cellules tumorales (prolifératives, hy-
poxiques, nécrotiques) sont représentées de fagcon compartimentale. L’évolution de la population
dans les différents compartiments y est régulée par des taux de prolifération et de changement
de type cellulaire qui varient en fonction de I'oxygénation. De tels modeles peuvent suffire pour
analyser 1’évolution globale des tumeurs de fagon simple et pour y introduire la prise en compte
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des thérapies, mais ne permettent pas de représenter l'organisation spatiale des cellules dans le
tissu tumoral.

B.1.1 Modélisation par des EDPs

Dans les modeles spatios-temporels, il est parfois considéré qu’une forte densité cellulaire est

un obstacle a la division des cellules [77, 78]. Les cellules ont en effet moins de place pour se
diviser quand la densité de cellules est forte. De plus, le contact entre les cellules peut avoir un
effet inhibiteur sur la division cellulaire, comme c’est le cas pour les cellules saines [79]. Certains
travaux prennent également en compte la compétition entre les différents types de cellules (sains,
tumoraux, vasculaires ...) et les éléments de la matrice extracellulaire [78, 80-85]. Ces différentes
composantes doivent en effet se partager le méme espace.
La population des cellules tumorales peut également étre divisées suivant les phases de cycle pour
considérer I'impact du cycle sur ’évolution de la tumeur [83, 86, 87]. De plus, dans certains mo-
deles, le passage a I’état quiescent de cellules prolifératives n’est considéré qu’a un instant précis
du cycle cellulaire, comme juste apres la division [88-90] ou alors & un certain dge qui peut cor-
respondre a la fin de la phase G [83, 86, 87]. Dans quelques rares modeles comme chez Brikei
et al. (2008) [46], le point de restriction est considéré explicitement dans la phase G;. Dans ce
modele, la probabilité de passage en quiescence des cellules dépend de leur niveau de cycline D,
et latteinte d’'un certain seuil provoque le franchissement du point de restriction [91, 92]. Cela
nécessite de modéliser explicitement ces niveaux en cycline, et comment ceux-ci sont affectés par
I'environnement cellulaire.

Le déplacement des cellules dans I’espace est lui aussi parfois pris en compte [65, 77, 80-82]. Ce
déplacement peut étre représenté par un terme diffusif, qui permet 'uniformisation de la densité
des cellules tumorales au cours du temps [77]. La population P de ces cellules évolue alors de la
facon suivante :

881; — DV?P = F(P) (B.1)

ou D est le coefficient de diffusion et F'(P) est 1’évolution de la population et traduit le bilan entre
la prolifération et la mort cellulaire. Cette fonction peut donc dépendre de la concentration en
nutriments et de la présence d’autres types cellulaires.

Le déplacement peut également étre composé d’un terme convectif [65, 77, 80-82, 87, 93].
L’évolution de la population P des cellules tumorales a alors la forme suivante :

0P
ot
ou v est la vitesse de déplacement des cellules tumorales. Un gradient de densité cellulaire ou
matricielle dans le tissu, un gradient chimique (chimiotaxie), et la pression dans le milieu peuvent

influer sur le déplacement des cellules. Une composante chimiotactique de la vitesse a alors la forme
suivante :

+ V(3P) = F(P) (B.2)

17chimi0 = ’YVC (B3)

ou C' est la concentration de molécules chimiques et v est un coefficient caractérisant la migra-
tion chimiotactique. La réponse au gradient chimiotactique est parfois accentuée pour les cellules
quiescentes [65, 80]. En effet, la quiescence peut favoriser 1’expression de certains génes favorisant
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la migration cellulaire, comme le gene COX-2 [94].

Ces modeles ont I'avantage de considérer a la fois 'impact de la densité cellulaire et de la
migration des cellules sur I’évolution tumorale. Cependant, de part la complexité de ces modeéles,
la spatialisation est souvent limitée a une description unidimensionnelle par rapport a la distance au
centre de la tumeur, et I’évolution spatiale de ces tumeurs est rarement représentée graphiquement.

B.1.2 Modélisation par des lignes de niveau

Uy

Fig. B.1: Tumeur modélisée par la méthode des lignes de niveaux. Qy, Qg et 2 sont respectivement les
domaines des cellules prolifératives, quiescentes et nécrotiques. uy, uy et uy sont les vitesses a
un point de la limite de chacune de ces régions au temps considéré. Image adaptée de Macklin et col.
[75].

La prolifération et la migration des cellules tumorales peuvent également étre modélisées par
la méthode dite des lignes de niveau (ou level-set) [74, 75, 95, 96]. Comme décrit figure B.1, la
masse tumorale est alors divisée en plusieurs régions, une pour chaque état cellulaire (prolifératif,
quiescent, nécrotique...). Le mouvement cellulaire dans chacune de ces phases est assimilé a celui
d’un fluide incompressible. Ainsi, le gradient de vitesse Vu en chaque point répond aux équations
suivantes :

Vu= Ay (C)— A4 pour la région proliférative
Vu=0 pour la région hypoxique éventuelle (B.4)
Vu=-\y pour la région nécrotique

avec Ay (C') est le taux de prolifération par rapport au temps qui dépend de la concentration C' en
nutriments, A4 est le taux d’apoptose et Ay le taux de perte volumique des cellules nécrotiques.
En effet, ces cellules se désintegrent et déversent leur contenu a 'extérieur de leur membrane, ce
qui provoque cette perte de volume. L’interface > entre la tumeur et le tissu sain est alors définie
comme le niveau 0 d’une fonction lisse ® au cours du temps (3 = {x|®(x,t) = 0}). Cette fonction
® vérifie en tout point de 'espace et du temps ’équation :

0P

— +uVd =0 B.5

5 (B.5)

ol u est la vitesse au point et au temps considéré et V& est le gradient de ¢, normal a I'in-

terface. Les limites des régions de nécrose et d’hypoxie dans la tumeur évoluent quant a elles en
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fonction de la distribution des nutriments dans l’espace. Elles délimitent ainsi les zones ou les cel-
lules de la tumeur ne peuvent pas étre prolifératives, ou viables, a cause du manque de nutriments.
Les vitesses et les pressions tumorales dans I’'ensemble du modele sont ensuite déterminées grace
a des conditions fixées aux limites des régions tumorales ou de la zone de simulation. Ainsi par
exemple, la vitesse est continue a travers les interfaces entre les différents états cellulaires sains ou
tumoraux. Il en est de méme pour la pression, excepté a I'interface entre la tumeur et le tissu sain.

Ces modeles permettent une modélisation assez précise de I’évolution tumorale. Toutefois, ils
ne permettent pas de prendre en compte des variations de densité cellulaire dans la tumeur, ni de
considérer chaque cellule dans son individualité (phénotype).

B.1.3 Modélisation par des automates cellulaires

L’utilisation d’un automate cellulaire pour décrire la croissance tumorale fut introduite pour la
premiére fois en 1980 par Diichting et Dehl [97], et permet de considérer individuellement chaque
cellule, et donc de prendre en compte des parametres qui lui sont propres comme son age, sa résis-
tance aux thérapies, la durée de son cycle cellulaire, ou la phase du cycle dans laquelle elle se trouve.

L’espace de simulation est alors partitionné en éléments, dans lesquels peuvent prendre place
généralement une et parfois méme plusieurs cellules. Cette partition peut étre une grille, souvent
hexagonale ou carrée [18, 66, 98-105] mais peut également étre un diagramme de Voronoi généré a
partir d'un nuage de points sources [106, 107]. Cette derniére partition consiste a associer chaque
point de I'espace a 1’élément correspondant au point source dont il est le plus proche, et présente
I’avantage de permettre la création d’un espace de densité cellulaire non uniforme en choisissant
en conséquence la loi de génération des points sources. La partition de Voronoi est fixée au cours
du temps.

a. b. C.

Fig. B.2: Partition de ’espace pour y positionner les différentes cellules. a. Grille carrée b. Grille hexago-
nale c. Diagramme de Voronoi.

La population de cellules évolue alors a partir d’un état initial suivant des lois prenant en
compte des conditions environnementales (espace disponible, oxygénation...) ou spécifique a 1’état
de la cellule (phénotype, phase du cycle...). Ainsi, les cellules composant I'automate peuvent mou-
rir par apoptose ou par nécrose lorsque la présence en nutriments dans le milieu est considérée
comme trop faible [62, 66, 98, 103-105, 108]. La mise en état de quiescence des cellules quand le
manque d’oxygene est modéré peut aussi étre considérée [62, 66, 98, 103-105]. Dans cet état, les
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cellules ne se divisent plus. Elles retournent dans un état prolifératif lorsque I'oxygénation du tissu
s’améliore, ou meurent lorsque la teneur en oxygene s’appauvrit trop ou que 1’état quiescent se
prolonge [66, 98, 104, 105]. Un passage a 1’état quiescent selon l'acidité du milieu peut aussi étre
considéré [62].

La prolifération des cellules dépend également du cycle cellulaire et de ’encombrement de 1’es-
pace environnant. Ainsi, dans de nombreux modeles d’automates cellulaires, chaque cellule évolue
dans le cycle cellulaire et ne se divise qu’a la fin de ce cycle [98, 101, 103-105, 108]. Une des cellules
filles prend alors la place de la cellule mere et 'autre occupe un élément libre adjacent dans la grille
de 'automate. Lorsqu’aucun des éléments adjacents n’est libre, un déplacement d’un ensemble de
quelques cellules peut parfois étre considéré dans une direction donnée pour combler un espace
vide proche et permettre la division de la cellule [106] (figure B.3). Ce déplacement se fait de fagon
a combler ’élément vide le plus proche, qui est recherché dans un rayon limité autour de la cellule
qui se divise. S’il n’y en a pas, la cellule ne se divise pas et il est alors parfois considéré qu’elle
acquiert un état quiescent [101, 109] ou qu’elle meurt par apoptose [98, 104, 105].

t . élément occupé glément libre
t+1 ELErrEir;thecllcuLllseen élément occupé par
P 2 nouvelles cellules

mitose

Fig. B.3: Déplacement de cellules pour permettre la division d’une autre cellule

Cependant, ces regles de division en fonction du cycle cellulaire et de I’espace disponible peuvent
introduire des biais géométriques dans la croissance tumorale [97, 98]. En effet, les régles peuvent
favoriser certaines directions dans ’espace ce qui peut induire des tumeurs de forme carrée ou
hexagonale (section E.3). Ainsi, pour s’affranchir de ces régles, de nombreux modeles d’automates
cellulaires récents ne considerent pas le cycle cellulaire. Généralement, les éléments libres adjacents
a des cellules tumorales prolifératives présentent alors une certaine probabilité de se retrouver occu-
pés par une cellule de ce type au bout d’un pas de temps fixé [7, 18, 66, 110, 111]. Cette probabilité
peut dépendre de l'oxygénation de I’élément ainsi que de contraintes mécaniques environnemen-
tales [111].

Dans de tels modeles d’automates cellulaires, les cellules peuvent également migrer dans des
éléments vides adjacents, vers une zone a meilleurs apports nutritifs [103, 112] ou de fagon aléa-
toire (par diffusion) [108]. Chez Jiao et Torquato (2012) [113], la dégradation de la matrice extra-
cellulaire indispensable a la migration est considérée dans le modele.

Différents types cellulaires peuvent coexister dans ce type de modele. Ainsi, bien qu’'un grand
nombre de modeles ne considere les cellules saines que de fagon implicite comme occupant les
éléments dits “vides”, certains travaux les prennent en compte explicitement [62, 102, 108, 109,
114, 115]. Les cellules saines et tumorales sont alors en compétition pour occuper I’espace. Dans
ces modeles 'apoptose des cellules saines les moins oxygénées au voisinage de cellules tumorales
augmente. Ceci est expliqué par la baisse du taux de protéines p53 nécessaires a 1’apoptose des



28 B. La modélisation du développement tumoral

cellules saines dans un environnement tumoral. En effet, cette protéine est présente en grande
quantité dans les cellules hypoxiques [116], les rendant plus susceptibles de mourir par apoptose,
tandis que la réaction des cellules tumorales face & pb3 est inhibée. La présence dans un méme
modele de cellules souches qui proliferent indéfiniment ainsi que d’autres cellules ne pouvant subir
qu'un nombre fini de division peut aussi étre considérée [112].

L’immense avantage des modeles utilisant des automates cellulaires pour modéliser la croissance
tumorale est de considérer chaque cellule de maniere individuelle, et de prendre ainsi en compte ses
propres particularités. Ils sont par conséquent treés utiles pour modéliser les premieres étapes de la
croissance tumorale, lorsque la tumeur a un rayon de quelques millimetres et ne comporte qu'un
faible nombre de cellules. D’autres méthodes, comme celle des lignes de niveau, sont cependant
préférées pour modéliser 1’évolution tumorale a plus grande échelle, lorsque la population tumorale
se compte en millions de cellules.

B.2 Modélisation de la vascularisation tumorale

B.2.1 Hypoxie et VEGF

Les cellules tumorales hypoxiques émettent un facteur de croissance pour induire le dévelop-
pement de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants. Ce processus s’appelle
I'angiogenese. Ce facteur de croissance est souvent assimilé au VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor). Sa production par les cellules tumorales est déclenchée a partir d’un certain seuil d’hy-
poxie qui varie selon les types de cellules [7, 66, 90, 99, 100, 117]. Dans certains modeéles, il est
considéré que la cellule hypoxique doit étre a I’état quiescent pour émettre ce facteur [90, 117].
Ainsi les cellules hypoxiques ne produisent pas instantanément du VEGF, ce qui laisse le temps aux
cellules d’adapter leur fonctionnement aux nouvelles conditions environnementales. L’évolution de
la concentration V' du VEGF dans le tissu se fait généralement en prenant en compte son émis-
sion par les cellules hypoxiques, sa diffusion dans le tissu, sa dégradation au cours du temps, et sa
consommation par les cellules endothéliales du modele 7, 74, 85, 107, 115, 117]. L’apport de VEGF
par chaque cellule source est souvent considéré comme constant au cours du temps [115, 117, 118],
mais peut décroitre quand la concentration du VEGF dans le milieu est élevée [7, 75, 107, 119].
L’absorption par les cellules endothéliales est généralement linéaire et elle est parfois seuillée par
la capacité d’absorption maximale des cellules endothéliales [115, 117]. Un terme de libération des
récepteurs du VEGF sur les cellules endothéliales, constant au cours du temps, est parfois aussi
considéré [7, 107].

Dans ces modeles, le VEGF diffuse dans le tissu quelque soit sa nature. Les phénomenes de réten-
tion de molécules pouvant exister dans la tumeur a cause de ’absence de vaisseaux lymphatiques
qui drainent le liquide interstitiel sont donc négligés.

Des modeles simplifiés considerent enfin que chaque cellule émettrice affecte la concentration de
facteur de croissance dans le tissu dans un certain rayon autour d’elle. Cette contribution est gé-
néralement linéaire en fonction de la distance entre le point du tissu considéré et la cellule source
[18, 66, 110]. Ces modeles ont I'avantage d’étre rapide a simuler mais ne prennent pas en compte
les variations de consommation du facteur de croissance en fonction de 1'hétérogénéité du tissu.



B.2. Modélisation de la vascularisation tumorale 29

B.2.2 Emission et consommation d’oxygene

Les nouveaux vaisseaux, ainsi que les vaisseaux préexistants, vont permettre d’alimenter la
tumeur en oxygene. En effet, 'oxygene transporté dans le sang circulant dans les vaisseaux va
diffuser dans les tissus environnants. L’apport en oxygene par les vaisseaux est proportionnel a
la différence de pression partielle en oxygene entre l'intérieur du vaisseau et le tissu environnant
[120-123]. La pression en oxygene P dans les vaisseaux dépend de la saturation en oxygene S(P)
de ’hémoglobine du sang. L.’hémoglobine est une protéine se trouvant dans les globules rouges et
qui permet de fixer 'oxygene. S(P) est modélisée par une fonction de Hill d’exposant n :

PTL

S(P) = i (B.6)

ou Psy est la pression en oxygene lorsque la saturation est de 50% [120-122]. Certains modeles
prennent en compte 1’évolution de cette saturation consécutive a la diffusion de 'oxygene vers le
tissu et la baisse de la pression en oxygene dans le sang qui en résulte. D’autres considerent la
pression sanguine comme constante [124], ou du moins que le niveau d’oxygene dans le sang est
constant dans tous les vaisseaux [66, 78, 96, 125]. Enfin, de nombreux travaux modélisent le niveau
d’oxygene dans le sang comme proportionnel a I’hématocrite (c’est a dire au taux de globule rouge)
[98, 104, 115]. Ce choix est cependant discutable car I'hématocrite n’influe que treés indirectement
sur la pression en oxygene dans les vaisseaux. En effet, la saturation en globules rouges a ’entrée
d’un vaisseau ne dépend pas de I’hématocrite mais du chemin qu’ils ont empruntés avant d’at-
teindre cette entrée. Un hématocrite fort, tout comme un flux rapide, va seulement limiter, dans
le vaisseau considéré, la désaturation des globules rouges consécutive a la diffusion de I'oxygene
dans les tissus environnants.

La consommation d’oxygene par les cellules du tissu peut quant a elle étre modélisée de fagon
linéaire [66, 80, 98, 104, 109, 125] ou par une équation de type Michaelis-Menten (équation B.7)
[78, 120, 124, 126, 127] ou la consommation d’oxygene dépend de sa pression locale P.

M(P) = P/(Py+ P) (B.7)

Cette consommation peut différer selon le type cellulaire. Enfin, il existe également des modeles
qui approximent la contribution de chaque vaisseau a l'oxygénation du tissu par une fonction dé-
croissante dépendant de la distance entre le vaisseau et le point considéré dans le tissu [18, 105, 110].

B.2.3 Modélisation de I’angiogenése

Les modeles d’angiogenese sont variés (voir la these de Frédérique Billy en 2009) [128]. Parmi
eux, certains étudient ’évolution de la densité endothéliale au cours du temps. Ces modeles per-
mettent de prendre en compte les différents phénomenes de migration, de prolifération et de mort
cellulaire que subissent les cellules endothéliales sous 'influence de la tumeur et des facteurs de
croissance qu’elle émet. Cependant, il est nécessaire de considérer ’architecture vasculaire de fa-
con explicite pour pouvoir modéliser les flux sanguins qui parcourent les vaisseaux si ’on souhaite
étudier le cheminement de molécules thérapeutiques jusqu’a la tumeur. C’est pourquoi, les for-
mulations discretes ont été élaborées pour permettre de décrire explicitement le développement
de I'arbre vasculaire. Les nouveaux vaisseaux s’y forment généralement en suivant les positions
successives des cellules meneuses. Néanmoins, ces derniers modeles ne permettent pas de tenir



30 B. La modélisation du développement tumoral

compte de I'impact de la prolifération et de la mort des cellules endothéliales sur la formation des
nouveaux vaisseaux. Pour pouvoir considérer a la fois I’architecture vasculaire et la prolifération
cellulaire, certains modeles couplent une formulation discréte et continue du réseau vasculaire. Le

processus de formation des vaisseaux peut alors dépendre de la densité des cellules endothéliales
[74].

B.2.3.1 Les modeéles continus

Ces modeles étudient 1’évolution de la densité des cellules endothéliales en fonction de la mi-
gration, de la prolifération et de la mort des cellules endothéliales au cours du temps.

La migration des cellules endothéliales se fait alors par diffusion des cellules dans l’espace,

mais peut également étre influencée par les facteurs de croissance (chimiotaxie) ou par la densité
des fibres matricielles dans le tissu (haptotaxie). Ainsi, la modélisation de cette migration peut
comporter une composante aléatoire traduisant le terme diffusif [77, 85, 128-131], une composante
prenant en compte le gradient en facteur de croissance [128-130], et une autre traduisant I'influence
de la densité des fibres matricielles sur la migration cellulaire.
La prolifération des cellules endothéliales peut tenir compte de plusieurs facteurs dans ces modeéles.
Par exemple, son inhibition dans les milieux ou les cellules sont déja présentes en forte densité est
parfois considérée [77, 78, 129, 131]. De méme, 'inhibition de la prolifération cellulaire causée
par la compétition entre les différents types cellulaires dans le tissu est modélisée dans certains
travaux [82, 85]. L'effet prolifératif des facteurs de croissance sur les cellules endothéliales peut
également étre modélisé [85, 128, 129]. Chez d’Onofrio et Gandolfi (2010) [132] ou le modele de
croissance tumorale n’est pas spatial et ou aucun facteur de croissance n’est représenté explici-
tement, la quantité de cellules tumorales dans le modele affecte directement la prolifération des
cellules endothéliales.

La dégradation et/ou la nécrose des cellules endothéliales au cours du temps peut également
y étre modélisée. Elles peuvent étre considérées comme simplement proportionnelles a la densité
de cellules endothéliales [78, 129]. Dans certains modeles, la nécrose des cellules endothéliales peut
étre provoquée par la nécrose des cellules voisines [85].

Dans un méme modele, différents types de cellules endothéliales peuvent étre distingués. Ainsi
par exemple, les cellules sont parfois divisées en deux catégories, les matures et les immatures. La
maturité des cellules endothéliales dépendent alors de la concentration d’angiopoiétines dans le
modele [10, 128].

Autre exemple, dans le modele de Panovska et al. (2008) [78], le role particulier des cellules
endothéliales qui menent la croissance des nouveaux vaisseaux est considéré. Leur capacité a pro-
liférer et a fusionner avec les cellules d’autres vaisseaux est prise en compte. Cette connexion entre
les deux vaisseaux est appelée anastomose.
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B.2.3.2 Les modéles discrets

Dans beaucoup de modeles discrets, les vaisseaux sont représentés par une suite de segments
d’une longueur donnée, qui germent selon des probabilités qui dépendent de la concentration locale
en facteur de croissance. Puis, les nouveaux vaisseaux se forment en suivant les positions successives
occupées par les cellules meneuses situées a I'extrémité de ces néo-vaisseaux. Depuis Anderson et
Chaplain (1998), ces positions sont souvent déterminées par la discrétisation d’une équation d’évo-
lution de la densité endothéliale décrivant les déplacements cellulaires, [75, 104, 118, 133-141].
Dans cette équation, une composante aléatoire du déplacement est prise en compte, ainsi que
I'impact du gradient de facteur de croissance (chimiotaxie) et du gradient en densité des fibres ma-
tricielles dans le tissu (haptotaxie). Les modeles les plus récents prennent également explicitement
en compte la diffusion d’enzymes sécrétées par les cellules meneuses des vaisseaux en croissance
et qui dégradent les fibres de la matrice extracellulaire pour migrer [75, 104, 118, 138-140]. Ces
enzymes peuvent aussi étre produites par les cellules tumorales [75]. Cependant, dans ces modeéles,
la prolifération et la mort des cellules endothéliales qui forment les vaisseaux sont tenues pour non
limitantes pour la migration des cellules meneuses, et ne peuvent donc en rien influer sur la vitesse
de formation des vaisseaux.

La discrétisation de I’équation de déplacement cellulaire permet d’obtenir les probabilités de
déplacement de la cellule meneuse a ’extémité d’un vaisseau en formation dans toutes les directions
de l'espace, ainsi que la probabilité qu’elle reste a la méme place (figure B.4).

gradient de VEGF

=1 0 i+

Tumeur

Fig. B.4: Probabilité de déplacement de l'extrémité d’un vaisseau en formation dans les différentes direc-
tions de I'espace en 2D. Tiré de Stéphanou et col.[138]

D’autres modeles probabilistes de germination de réseaux vasculaires ont été réalisés en s’af-
franchissant de toute grille qui restreint les choix de direction de migration pour les vaisseaux
en formation [142-144]. Dans ces modeles, les vaisseaux se forment suivant une direction () qui
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évolue au cours du temps (figure B.5). Cette direction est déterminée suivant une loi stochastique
dépendante d’une direction de prédilection calculée en fonction des directions locales du gradient
en facteur de croissance [142-144] et/ou en densité de fibres matricielles [144], et de la persistance
de la direction de germination du vaisseau [142-144]. La probabilité de migration suivant un angle
f donné est plus faible quand cet angle est éloigné de cette direction de prédilection. La vitesse de
formation du vaisseau v(t) peut également dépendre de la concentration en facteur de croissance
ou d’autres facteurs aléatoires ou de résistance au mouvement [142, 143]. A chaque pas de temps
At, la migration de I'extrémité du vaisseau est donc de :

{ Ax = v(t)cos(0(t))At

Ay = v(t)sin(0(t)) At (B.8)

J
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Fig. B.5: Formation d’un vaisseau suivant un angle  qui évolue au cours du temps. Cet angle est déterminé
aléatoirement en fonction d’une direction de prédilection évaluée localement.

Ces modeles présentent 'avantage de former des réseaux vasculaires avec des angles de bran-
chements et des tortuosités indépendants de la grille de discrétisation. Or, ces parametres peuvent
tenir un role dans 1’écoulement du flux sanguin [145]. Cependant, ces modeéles ne prennent en
compte I’évolution spatiale de la concentration en facteur attractif que par la direction de son gra-
dient. Cela ne permet pas par exemple de considérer ’existence éventuelle de directions multiples
pour lesquelles ce facteur attractif augmente. Or ce cas de figure peut survenir entre autres en
présence de plusieurs zones hypoxiques. La hausse de VEGF peut alors étre forte selon plusieurs
directions.

Enfin, pour rendre compte de réseaux vasculaires denses, certains travaux modélisent 1’angio-
genese de fagon plus simple. Ainsi, de nouveaux vaisseaux peuvent étre créés de facon aléatoire
dans le modele, suivant des probabilités qui dépendent de la concentration en facteur de croissance
(18,99, 146, 147]. Dans certains travaux, ce nouveau vaisseau peut étre issu de la germination d’un
vaisseau existant et croitre de facon rectiligne suivant le gradient en facteur de croissance jusqu’a
rencontrer un autre vaisseau [18, 99, 147].

Chez Macklin et al. (2009), les enzymes qui dégradent la matrice extra-cellulaire contribuent
également a la régression vasculaire [75]. La connexion de I'extrémité d’un vaisseau en formation
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avec un autre vaisseau (anastomose) est également facilement prise en compte dans ces modeles.

B.2.4 [L’adaptation vasculaire

Le diametre des vaisseaux qui alimentent la tumeur s’adaptent pour accompagner son évolu-
tion. La représentation explicite de la structure vasculaire permet ainsi de modéliser la dilatation
et la constriction des vaisseaux au cours du temps sous l'effet des forces hémodynamiques. Cela
permet aussi de rendre compte de la dégénérescence de certains vaisseaux consécutivement a leur
co-option dans la tumeur (chapitre E, section E.4.1). Les vaisseaux non stimulés mécaniquement
par le flux sanguin, c¢’est a dire ceux pour lesquels la tension de cisaillement exercée par le flux est
faible, dégénerent[18, 99, 104, 146].

Les forces hémodynamiques peuvent également influer sur 1’évolution des diametres des vais-
seaux sans provoquer leur destruction. Pries et col. sont les pionniers sur les modeles d’adaptation
de réseaux vasculaires denses. Ainsi, depuis Pries et col (1998), les différentes forces considérées
sont la tension de cisaillement, la pression transmurale, un stimulus métabolique, et la constriction
naturelle des vaisseaux [148]. Des informations complémentaires sur ces forces, et en particulier la
formulation de la tension de cisaillement et de la force résultant de la pression transmurale sont
détaillées chapitre E, section E.4.1. Ces deux forces sont toujours considérées de la méme fagon
depuis ces premiers travaux.

La formulation du stimulus métabolique a quant a elle connu quelques modifications selon les
modeles. Son influence sur le rayon vasculaire a en effet d’abord été modélisée par Pries en 1998
de la fagon suivante :

Sm = k’m10910(1 + Qref/(QHD)) (B9>

ou k,, est une constante, ) est le flux sanguin, @,y est un flux de référence a priori prévu pour
étre plus grand que la plupart des autres flux, et Hp est I’hématocrite. Ce stimulus a ensuite été
souvent considéré sous cette forme [75, 115, 138, 140, 148, 149]. Cependant, dés 2001, Pries et col.
ont modifié 'expression de ce terme pour le relier a la synthese d’adénosine triphosphate (ATP),
une molécule libérée par les globules rouges du sang en réponse a I’hypoxie. Le terme S, a alors
pris la forme :

Sm == kaOQw(Jm/(Q + Qref2>) (B10>

ol Qref2 est une constante et .J,,, dépend de la quantité d’ATP libérée par les vaisseaux en amont
[118, 150-154]. Ces modeles plus récents prennent également en compte un signal émis par les
cellules de la paroi vasculaire selon leur état métabolique, et transmis par cette paroi. Celui-ci est
propagé a travers les liaisons entre les cellules endothéliales et les cellules musculaires des vaisseaux.
La transmission de ce signal est seulement considérée dans les modeles dans le sens opposé au flux
sanguin. Il n’est que peu ou pas pris en compte dans la tumeur, car les liaisons entre les cellules
de la paroi vasculaire y sont plus faibles.

Abbréviation Signification
COX-2 Cyclooxygenase-2
VEGF Vascular Endothelium Growth Factor

Fig. B.6: Tableau des abbréviations
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C.1 Le traitement des tumeurs solides

Il est tres difficile de traiter les tumeurs cancéreuses. En effet, si les différentes avancées théra-
peutiques permettent aujourd’hui un assez bon pronostic vital pour un certain nombre de tumeurs
surtout quand elles sont détectées rapidement, il reste trés sombre pour d’autres comme les glio-
blastomes [155]. En conséquence, des controles sont souvent recommandés a partir d'un certain
age pour favoriser le dépistage précoce des cancers les plus courants. Ces controles ont cependant
été remis en cause récemment par des études statistiques qui ont montré qu'un nombre important
de tumeurs ainsi détectées n’auraient jamais évolué jusqu’a un stade dangereux, en particulier
pour les cancers du sein et de la prostate [156]. Les patients subissent alors des traitements lourds
provoquant de nombreux effets secondaires alors qu’ils n’étaient peut-étre pas nécessaires.

C.1.1 La chirurgie

Oter la tumeur par chirurgie a été historiquement I'un des premiers actes "thérapeutiques”
et reste encore largement mis en ceuvre actuellement en premiere ligne de traitement. La masse
tumorale affecte en général le fonctionnement de 'organe dans lequel elle se développe et il est
urgent de ’en extraire pour tenter de palier a la déficience de cet organe. L’exérese de la tumeur
se fait le plus completement possible en prenant en compte les risques pour la survie du patient.
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Cela permet en effet de limiter les risques de reprise de la croissance a partir des cellules résiduelles.

Cependant, une telle chirurgie ne peut pas toujours se faire en raison de I’dge ou de la fragilité
du patient, ou de la localisation de la tumeur [78]. De plus, I'extraction d’une tumeur dans un
tissu essentiel a 1'organisme peut aussi étre préjudiciable a la santé et a la survie du patient, car
des cellules saines sont également extraites ou détruites par la chirurgie. Ainsi, une récente étude
a avancé que l'extraction des carcinomes pulmonaires n’était bénéfique aux patients qu’au stade
I ou II de la maladie [157]. D’autre part, I'extraction chirurgicale de la tumeur, méme si la zone
d’éxérese est élargie au tissu sain, ne suffit bien souvent pas en elle-méme au traitement. En effet, la
présence de métastases, c’est a dire de tumeurs secondaires développées a partir des cellules s’étant
détachées de la tumeur principale, ou l'existence de cellules tumorales ayant envahit le tissu sain
environnant la tumeur extraite, peuvent engendrer la progression de la maladie. En conséquence,
des traitement complémentaires a la chirurgie sont indispensables. If faut alors rechercher d’autres
moyens de se débarrasser des cellules tumorales, si possible de facon ciblée.

C.1.2 La chimiothérapie

La chimiothérapie consiste a traiter la tumeur en administrant des molécules chimiques au
patient. Ces traitements consistent en une ou plusieurs molécules qui sont le plus souvent délivrées
oralement ou par intraveineuse. Différentes sortes de traitement existent, qui ciblent les cellules
tumorales ou les cellules des vaisseaux qui alimentent le tissu en oxygene [78].

C.1.2.1 Action sur les cellules tumorales

Ces molécules perturbent le processus de division. Elles agissent afin de bloquer ou de limiter
la division des cellules tumorales, ou afin de les détruire. Ainsi, les molécules dites cytostatiques
stoppent ou ralentissent le cycle cellulaire au niveau de la croissance (phase (), de la synthese de
I’ADN (phase S) ou de la mitose (phase M). Les molécules dites cytotoxiques quant a elles, comme
le cisplatine, la fluorouracile et la doxorubicine, bloquent la réplication et la transcription de ’ADN
en se fixant sur les brins d’ADN [158-160]. Ainsi, la fluorouracile inhibe la thymidylate synthase,
une enzyme impliquée dans la biosyntheése de la thymidine qui permet la transcription de TADN
[161]. La doxorubicine quant a elle inhibe la topo-isomérase qui provoque des coupures temporaires
des brins d’ADN qui permettent leur désenroulement [162]. Les cellules affectées en phase S sont
bloquées au premier cycle G5 suivant leur contamination, et peuvent alors soit s’auto-réparer, soit
mourir par apoptose. D’autres molécules inhibent les protéasomes, des complexes enzymatiques
présents dans le noyau et impliqués dans la formation de protéines tels que p53, les CDKs ou les
cyclines (section A.3.1), qui agissent sur la division cellulaire [163]. Différents inhibiteurs de pro-
téosomes existent (botezomib, carfilzomib, salinosporamide...). Enfin, certaines molécules agissent
lors de la phase de mitose (phase M) des cellules, en visant les fibres constitutives du cytosquelette,
les microtubules, qui sont essentiels au bon déroulement de cette phase qui se renouvellent rapide-
ment (demi-vie de 10 minutes). Ainsi, la vincristine empéchent la polymération des microtubules
alors que ceux-ci doivent s’allonger lors de la mitose [164]. Au contraire, les taxanes tels que le
paclitaxel et le cabazitaxel rendent les microtubules plus stables, donc difficile a dépolymériser
lors de la séparation de la cellule mere en deux cellules filles. D’autres pistes peuvent encore étre
exploitées pour éliminer les cellules tumorales comme le développement d’agents contrant le Bcl-2,
une protéine inhibitrice de 1'apoptose [55].
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Cependant, certaines cellules tumorales peuvent résister aux traitements. Cette résistance peut
étre liée a I’hypoxie ou les cellules ne se divisent plus (section A.1). En effet, les cellules quiescentes
ne se divisent plus, et donc les agents cytotoxiques ne peuvent plus agir [165]. Certains agents
comme le PMX464 peuvent cependant agir a faible doses sur les cellules hypoxiques en réduisant
leur prolifération [166].

La résistance peut étre également due a la spécificité de certaines cellules qui peut étre soit innée
[167], soit acquise. En effet, les cellules tumorales sont génétiquement instables, et 'emploi d’une
molécule cytotoxique peut donc favoriser I’émergence d’un phénotype résistant a partir d’'une mu-
tation initiale [106, 107, 168]. Ces cellules résistantes peuvent se caractériser par exemple par une
capacité a expulser les molécules cytotoxiques de leur cytoplasme, une amplification de ’expression
de la protéine visée en réponse a 'attaque, ou une capacité accrue a réparer ’ADN endommagé,
ou au contraire une incapacité & mourir par apoptose [168]. La prolifération de ces cellules chimio-
résistantes accroit alors la difficulté pour combattre la tumeur, car leur résistance est transmise a
leurs cellules filles. Pour éviter cela, une stratégie de thérapie adaptative est apparue ces dernieres
années. Elle consiste a adapter le dosage médicamenteux pour permettre la survie de cellules plus
sensibles a la chimiothérapie, tout en stabilisant la taille de la tumeur [160, 169, 170]. En effet, un
dosage médicamenteux plus faible peut permettre par exemple de préserver les cellules sensibles
suffisamment éloignées des vaisseaux qui alimentant la tumeur, et également d’abaisser le niveau
de résistance cellulaire requis pour la survie. La présence de cellules plus sensibles permet alors de
limiter la prolifération des cellules les plus résistantes car elles rentrent en compétition avec elles.
Or les cellules a phénotype plus résistant ont souvent une prolifération plus lente que les autres
car elles ont besoin d’énergie pour maintenir cette résistance. La thérapie adaptative permet ainsi
de maintenir le controle sur la tumeur sans I’éliminer. Dans certains cas, elle permet d’accroitre le
temps de survie du patient par rapport a une chimiothérapie qui privilégie la réduction rapide de
la taille de la tumeur grace a une chimiothérapie a plus haute dose.

Les cellules les plus résistantes peuvent aussi dans certains cas étre éliminées en augmentant les
doses de thérapie. Cependant, cela est souvent tres difficile sans atteindre la dose létale pour le
patient. Des techniques existent cependant pour limiter la toxicité des molécules sur les cellules
saines, comme la prise en compte du rythme circadien. Ce rythme regroupe tous les processus
biologiques qui régulent nos journées. Le considérer permet donc d’administrer les thérapies aux
moments ou les cellules saines du patient y sont le moins sensibles [159, 171, 172].

C.1.2.2 Action sur le réseau vasculaire

Des molécules peuvent également viser le réseau vasculaire tumoral et interférer sur son évolu-
tion. En 1971, Folkman théorisa que la suppression du réseau vasculaire tumoral pourrait permettre
d’asphyxier la tumeur [2]. Cependant, il fallut attendre la fin des années 1990 pour que la premiere
molécule anti-angiogénique, c’est a dire qui empéche la vascularisation tumorale de se développer,
soit découverte et permette Iexploitation de son idée (section A.1). D’autres molécules découvertes
par la suite agissent plus drastiquement et permettent de détruire les vaisseaux du réseau vascu-
laire. Ce sont les agents de destruction vasculaire (VDAs).

Anti-angiogéniques

Les anti-angiogéniques ont pour but de limiter la formation de nouveaux vaisseaux sous l’effet
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de la stimulation des facteurs de croissance émis par les cellules tumorales hypoxiques. Les stra-
tégies qui bloquent la formation du lien entre le VEGFA émis par les cellules et les récepteurs
VEGFR-2 des cellules endothéliales sont les plus classiques et nombreuses. Le premier des agents
de ce type & avoir été développé en 2004 est l'avastin (bevacizumab) [8, 173, 174 mais il est au-
jourd’hui tres controversé a cause de nombreux effets indésirables (neurologiques, visuels...). Il a
notamment été retiré du marché américain en 2011 pour le traitement des cancers du sein. D’autres
molécules inhibent les récepteurs a tyrosine kinase du VEGF (SU11428, SU5416, BAY 43-9006,
AZD2171) [8, 25, 175].

Certaines thérapies consistent quant a elle a viser la protéine prolylehydroxylase PHD2 sensible a
I'oxygene qui régule la production des récepteurs VEGFR-1 solubles (libres) ou non solubles (atta-
chés a la membrane), ainsi que la cadhérine VE qui assure les liens entre les cellules endothéliales.
Une sous-régulation de la protéine PHD2 permet la sur-production de VEGFR-1 et de cadhérines,
ce qui limite les liaisons entre le VEGF et les récepteurs des cellules endothéliales, et renforce les
parois vasculaires [176, 177].

Toutefois, les anti-angiogéniques ne permettent pas d’empécher totalement toute vasculari-
sation tumorale. En effet, d’autres mécanismes que 1’émission de VEGF peuvent permettre la
vascularisation, comme la surrégulation d’autres molécules pro-angiogéniques ou le recrutement de
cellules provenant de la moélle osseuse (cellules endothéliales progénitrices...) [8, 175, 178, 179].
L’action de ces molécules peut cependant diminuer la vitesse de prolifération des cellules tumorales
[25, 180]. Ainsi, I'action combinée des SU5416 agissant directement sur les récepteurs VEGFR et
de la peptide RGD cyclique EMD270179 qui influe sur le cycle cellulaire des cellules endothéliales
a un effet supérieur a l'utilisation de I'une ou l'autre de ces molécules seule sur la baisse de la
densité vasculaire, de la perfusion, et de la vitesse des globules rouges dans les vaisseaux [25]. De
méme, la combinaison avec des agents cytotoxiques comme le paclitaxel peut permettre d’éviter au
moins temporairement la reprise tumorale qui succede généralement a un traitement uniquement
au paclitaxel [180]. Le risque de métastases est cependant accru par cette méthode. La raison de
cela est peut étre la surrégulation des facteurs angiogéniques induit par I’hypoxie ou la plus grande
facilité pour les cellules tumorales a franchir les barrieres des parois vasculaires [175, 181].

Agents de destruction vasculaire

D’autres traitements permettent quant a eux de détruire le réseau vasculaire dans la tumeur.
Les cellules tumorales alimentées par ces vaisseaux meurent alors par hypoxie. Ces agents de des-
truction vasculaire (VDAs) déstructurent les vaisseaux qui s’effondrent alors sous l'effet des forces
de pression mécanique exercées par la tumeur. Ils affectent principalement les vaisseaux immatures,
et épargnent donc relativement les vaisseaux normaux, puisque ceux-ci sont constitués de cellules
quiescentes alors que les VDASs ciblent les cellules prolifératives.

Les combrestatines comme CA4-P,; de 'OX14503, du ZD6126, et les taxanes, font partie de ces
agents [78, 174, 182, 183]. L’action de ces dernieres peut étre ciblée sur les cellules endothéliales
grace a une encapsulation dans des liposomes cationiques (EndoTAG-1). Ces liposomes se fixent
sur les parois vasculaires. Leur affinité particuliere pour les vaisseaux des tumeurs fut observée par
Thurston et al [184]. Elle permet de limiter les effets secondaires induits par ces molécules [183].

Les cellules endothéliales des vaisseaux tumoraux peuvent aussi étre détruites de facon sélec-
tive en visant les microtubules de leur cytosquelette [185, 186]. En effet, toutes les cellules de
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I'organisme présentent des microfilaments d’actine dans leur cytosquelette, ce qui leur permet de
préserver leur structure si leurs microtubules sont dégradés. Cependant, ces microfilaments ne sont
pas suffisamment organisés dans les cellules endothéliales immatures des néo-vaisseaux. La molé-
cule CDK-516 est un VDA qui a ce mode d’action [186].

La dévascularisation de la tumeur entraine alors un déficit en oxygene et en nutriments pour la
plupart des cellules qui la composent, ce qui provoque leur mort. Certaines tumeurs peuvent ainsi
étre éliminées. Malheureusement, I'unique action des VDAs ne suffit pas toujours a la régression
tumorale. En effet, les vaisseaux en périphérie de la tumeur sont plus résistants aux thérapies car
ces vaisseaux sont plus matures [187]. De plus, des cellules endothéliales progénitrices dérivées
de la moélle osseuse (CEPs) peuvent contrer les effets des VDAs en prenant la place des cellules
endothéliales mortes par apoptose dans le réseau vasculaire [188]. Les VDAs peuvent cependant
favoriser I'action d’autres traitements. En particulier, ils peuvent étre utilisés en post-traitement
pour éviter la reprise tumorale [105].

Normalisation du réseau vasculaire

Le réseau vasculaire dans la tumeur est trés dense, tortueux et tres perméable, ce qui est un
obstacle au transport des nutriments mais aussi des molécules thérapeutiques jusqu’a la tumeur.

Cependant, il a été découvert accidentellement que certaines molécules thérapeutiques utilisées
a I’encontre des vaisseaux de la tumeur avaient pour effet de réduire leur perméabilité et de rétablir
une structure vasculaire similaire a un réseau sain. On parle alors de "normalisation" du réseau
vasculaire qui optimise I'apport des nutriments et favorise la croissance tumorale [176]. Un tel cas
peut alors étre mis a profit pour acheminer de facon optimale des agents chimiothérapeutiques
en rendant leur distribution au sein de la tumeur plus homogene. Parallelement 'oxygénation des
cellules tumorales se trouvent améliorée, ce qui les rend plus réceptives aux traitements [155].

Les traitements ayant un effet sur la perméabilité du réseau sont souvent des anti-angiogéniques.
Ainsi, par exemple, des agents inhibiteurs de la protéine prolylehydroxylase PHD2 ont pour effet
de réduire la perméabilité des vaisseaux grice a leur action sur les cadhérines VE [177]. Le DC101
quant a lui augmente la couverture des péricytes et de la membrane basale autour des vaisseaux
et empéche la fixation du VEGF sur les récepteurs VEGR-2 de ces vaisseaux, et le trastuzumab
normalise le réseau tant au niveau de la perméabilité que des diametres des vaisseaux [189]. Par
contre, ce sont les VDAs qui ont une action normalisante sur la structure du réseau vasculaire, car
ces molécules provoquent la destruction des vaisseaux qui nuisent a une distribution optimale du
sang dans la tumeur.

Toutefois, une telle fenétre de normalisation ne se maintient généralement que moins d’une
semaine et le laps de temps disponible pour '’emploi d’autres thérapies est donc restreint. De
plus l'utilisation des VDAs a des fins de normalisation ne permet pas toujours d’atteindre 1’état
optimum escompté.

C.1.3 La radiothérapie

La radiothérapie est une technique qui consiste a endommager les cellules tumorales par des
rayonnements ionisants. La pratique de radiothérapie la plus courante consiste a émettre des rayons
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sur une zone localisée sur le patient a partir d’une source extérieure. Des techniques sont constam-
ment développées pour améliorer le ciblage de la zone a traiter, comme 'emploi de I'imagerie 3D
[78, 190]. La radiothérapie existe également sous forme de gélules ou d’injections contenant des
atomes radiotoxiques (radiothérapie métabolique) [191]. Une source de rayonnement peut égale-
ment étre placée a 'intérieur du patient et a proximité immédiate de la tumeur a traiter de facon
temporaire, juste apres une résection chirurgicale par exemple, ou définitive (curiethérapie) [192].
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La radiothérapie est utilisée chez plus de la moitié des patients atteints d’une tumeur, en
combinaison ou non avec un autre traitement, et son efficacité n’est plus a prouver. Elle est parti-
culierement employée apres les chirurgies pour détruire les dernieres cellules cancéreuses ou pour
combattre des tumeurs inopérables [78]. Les rayons ionisants peuvent détruire les cellules tumo-
rales, et les cellules des vaisseaux qui alimentent la tumeur en oxygene, en détériorant leur ADN
[193, 194]. Les cellules quiescentes sont moins réceptives a ce traitement. En conséquence, une nor-
malisation préalable du réseau vasculaire peut optimiser le traitement, comme par exemple pour les
glioblastomes [155]. Les cellules saines sont également affectées, mais elles ont une grande capacité
a réparer les lésions de leur ADN. Le protocole radiothérapeutique curatif est souvent constitué
de séries de séances tres rapprochées afin de limiter la reprise tumorale entre les séances [195].
La fréquence rapprochée de ces séances est d’autant plus nécessaire que la prolifération cellulaire
peut étre accélérée lors de la radiothérapie. La combinaison de la radiothérapie avec un traitement
anti-angiogénique peut permettre également de limiter cette recroissance [196]. La radiothérapie
peut également étre utilisée en combinaison avec des cytotoxiques [197].

Ce moyen thérapeutique provoque également des effets secondaires dans la région traitée. La
radiothérapie entraine en particulier des réactions inflammatoires et de prolifération des cellules
saines qui entrainent la perte de couches superficielles de 1'épiderme (desquamation), des ulceéres
et des mucites. De plus, des années apres le traitement, le tissu peut encore présenter des diffi-
cultés a résorber les cedemes et les blessures a causes des lésions induites par les radiations [198].
L’endommagement des cellules saines par les radiations augmente également les risques d’occur-
rence de nouveaux cancers dans le futur [199, 200]. Des techniques de dosages et de localisation du
traitement en protégeant les parties du corps sensibles permettent toutefois de limiter ces risques.
L’utilisation de mini-faisceaux sub-millimétriques augmente également la tolérance au traitement
des tissus sains [201, 202].

C.1.4 L’immunothérapie

L’immunothérapie a plus récemment commencé a étre utilisée pour combattre les tumeurs. Elle
consiste a utiliser les mécanismes immunitaires pour viser et détruire les tumeurs cancéreuses. La
réponse anti-tumorale d’un tel traitement n’est évidente qu’apres plusieurs semaines ou mois, et
peut initialement se caractériser par une augmentation du volume de la tumeur causée par la forte
infiltration des cellules immunitaires et inflammatoires. Les critéres pour évaluer la réponse aux
traitements difféerent en conséquence de ceux utilisés pour les autres thérapies [203].

Différentes stratégies immunothérapeutiques existent. Certaines consistent a introduire dans la
tumeur des cellules immunitaires spécifiques pour 'attaquer. On nomme cette technique le trans-
fert adoptif de cellules. Ces cellules peuvent étre cultivées ex-vivo a partir de cellules extraites de
I'organisme du patient [204, 205]. Cette technique ne semble cependant n’étre efficace que contre
les mélanomes, peut-étre parce qu’ils contiennent plus de mutations que les autres tumeurs [205].
Toutefois, de telles cellules peuvent également étre obtenues par modifications génétiques. Les lym-
phocytes cytotoxiques & mémoire centrale (cellules Tps) sont particulierement aptes a combattre
les tumeurs. Ces lymphocytes ont en effet une forte capacité de prolifération et peuvent reconnaitre
un antigéne spécifique a la tumeur si ils y ont déja été confrontés [204, 205].

Des substances émises par certaines cellules immunitaires peuvent également étre introduites
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dans 'organisme du patient pour lutter contre les cellules tumorales [205, 206]. C’est le cas par
exemple des interleukines-2 (IL-2) qui stimulent la prolifération lymphocytaire, ou des interfé-
rons qui induisent la production de protéines anti-prolifératives. Des thérapies associant un apport
d’interleukines-2 avec le transfert de cellules adoptives ont par exemple fait leurs preuves pour
traiter les mélanomes métastatiques chez des patients jeunes et résistants [205]. Cependant, 1'utili-
sation de cette substance provoque de lourds effets secondaires (fievres, troubles cutanés et digestifs,
dépression nerveuse...).

D’autres techniques visent a augmenter la quantité de certaines cellules du systeme immuni-
taire présentes dans I'organisme grace a des agents stimulateurs ou inhibiteurs d’un des mécanismes
régulateurs de ces cellules. L’ipilimunab par exemple est une molécule qui bloque 'action d’un mé-
canisme inhibiteur de la destruction des cellules tumorales par les lymphocytes T cytotoxiques
[206]. Cette molécule est en particulier utilisée contre les mélanomes.

Enfin, 'utilisation de vaccins permet de stimuler la réaction immunitaire du patient contre des
antigenes spécifiques des cellules tumorales [205, 207]. Cette technique est particulierement effi-
cace contre la récurrence tumorale car elle entraine le systeme immunitaire & se défendre lui-méme
contre la tumeur.

C.1.5 Autres thérapies

La thérapie génique est une thérapie récente qui consiste a introduire dans l'organisme du
patient des molécules d’ARN ou d’ADN capables d’interférer avec les cellules tumorales, en assu-
rant leur acheminement vers la tumeur. Des nanoparticules formées a partir de divers matériaux
comme les lipides ou l'or peuvent permettre ce transport vers les cellules tumorales en se fixant
spécifiquement sur celles-ci [168, 208]. Des virus peuvent également étre modifiés a cette fin [209].
De récentes études ont montré que des cellules souches de I'organisme peuvent aussi servir de
vecteur de transport. Ainsi, par exemple, dans les glioblastomes, les cellules souches neuronales et
les cellules stromales multipotentes mésothéliales sont des vecteurs prometteurs car ils présentent
I’avantage de pouvoir étre prélevés facilement et d’étre plus attirés par les cellules tumorales que
par le tissu sain [210]. Cependant, la population des cellules souches neuronales est difficile & ré-
guler, et les cellules stromales multipotentes ne peuvent migrer que sur des courtes distances.

Les thérapies thermiques consistent a éliminer les cellules tumorales par la chaleur ou le froid
[211, 212]. Cependant, cette technique a une efficacité limitée, toujours a cause de cellules rési-
duelles qui peuvent provoquer la recroissance tumorale. Toutefois, I’hyperthermie modérée peut
permettre d’améliorer 'apport de molécules thérapeutiques dans la tumeur en rendant les vais-
seaux plus perméables [213].

Enfin, de plus en plus de chercheurs s’accordent aujourd’hui sur le fait qu’il est nécessaire de
cibler les mécanismes qui régulent le microenvironnement des cellules tumorales plutot que les
cellules en elles-mémes [214].
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C.1.6 Conclusion

Les techniques permettant de lutter contre les tumeurs sont nombreuses et variées. Malgré cela,
les tumeurs restent difficiles a éradiquer. En effet, les thérapies épargnent souvent quelques cellules
tumorales résiduelles qui peuvent produire une reprise tumorale. Ces cellules peuvent avoir été
épargnées a cause d'un état quiescent au moment de la thérapie (chimiothérapie), ou en raison
d’autres résistances innées ou acquises. Une réponse immunitaire peut également induire une résis-
tance de la tumeur a la thérapie [181]. De plus, leurs effets secondaires sont nombreux, ce qui peut
accélérer le déces des patients les plus faibles. En conséquence, ’emploi et le dosage des différentes
thérapies doit étre précautionneusement géré.

L’utilisation consécutive ou simultanée de différentes thérapies est souvent la meilleure stratégie
a employer pour lutter contre les tumeurs. En particulier, diverses thérapies sont souvent appli-
quées préalablement ou consécutivement a une ablation tumorale totale ou partielle, pour réduire
la tumeur avant I'opération ou éliminer les cellules tumorales résiduelles [157, 194]. De plus, les
procédés chimiothérapeutiques contre les cellules vasculaires sont souvent utilisées simultanément
a d’autres thérapies pour améliorer I'oxygénation tumorale ou la délivrance des molécules dans la
tumeur [155, 176], ou au contraire pour empécher sa revascularisation entre les différentes séances
d’un traitement [180, 196].

C.2 Modélisation de la thérapie

Il est aujourd’hui possible de tester par la simulation numérique certains aspects des thérapies
a partir de modeles plus ou moins sophistiqués de croissance tumorale. Les modeles peuvent per-
mettre de mieux comprendre par exemple les mécanismes d’action des thérapies et les éventuelles
résistances au traitement de certaines cellules tumorales [158, 215, 216]. Ils permettent également
de prédire le bénéfice éventuel d'un couplage thérapeutique [76, 105, 174].

C.2.1 Cas du ciblage des cellules tumorales
C.2.1.1 Modeéles temporels

Dans les modeles théoriques les plus simples, la tumeur est modélisée sans prendre en compte
la répartition spatiale des cellules dans le tissu [132, 158, 215]. Dans ces modeles, les effets des mo-
lécules chimiothérapeutiques sur la tumeur sont alors considérés comme homogene sur les cellules
cibles. Si différents types cellulaires sont représentés, le ciblage de la thérapie peut étre spécifique.
Ainsi, dans le modele de Marcu et al. (2005) [158], la molécule cytotoxique cible les cellules proli-
fératives. L'impact de la chimiothérapie sur la tumeur est alors étudié pour différentes probabilités
d’affection des cellules prolifératives par le cytotoxique. Chez d’Onofrio et al. [132], l'effet d’une
dose d’agents thérapeutiques dépend de la proportion de cellules vasculaires dans la tumeur, car
les vaisseaux permettent I’apport des molécules vers les cellules tumorales.

De tels modeles peuvent donner une approche globale de 'effet de la thérapie sur la crois-
sance tumorale. La pharmacocinétique des molécules thérapeutiques, c’est a dire I’évolution de
leur concentration au cours du temps dans le sang et le tissu, peut y étre pris en compte. Ainsi
par exemple, chez d’Onofrio et al. (2010) [132], la concentration de molécules dans le sang est
considérée comme décroissant exponentiellement au cours du temps, et leur effet sur les cellules
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est proportionnel & cette concentration. Chez Foo et al (2010) [215], c’est la concentration maxi-
male de molécules dans le tissu Cy;s qui décroit exponentiellement au cours du temps apres une
injection. Ainsi,

Ctiss = Coeikt (Cl)

k étant le taux de dégradation des molécules par unité de temps et Cy étant la concentration de
molécules injectées. Lorsque plusieurs injections ont lieu,

1— —Nkt
Cy = 00167,

e (C.2)

ot C'y est la concentration de molécules thérapeutiques & la N*™¢ injection, 7 étant le temps
entre deux injections consécutives. Cy atteint donc un pallier au bout d’un certain nombre d’in-
jections.

La pharmacodynamique des molécules thérapeutiques, en particulier la décroissance tumorale
qu’elles induisent, peut étre aussi considérée. Dans un modele computationnel ou la tumeur est
modélisée de fagon discrete, cette décroissance tumorale peut étre représentée par une probabilité
de survie pour chaque cellule tumorale [217]. Elle peut également étre modélisée de fagon plus
continue, comme chez Foo et al. [215], ou le taux de prolifération cellulaire baisse sous leffet du
traitement alors que le taux de mort cellulaire reste constant. Des études considérant la résistance
aux molécules thérapeutiques peuvent étre réalisées sur ces modeles [158, 215]. Ainsi, deux popu-
lations de cellules ne répondant pas de maniere identique a la thérapie peuvent étre considérées
[215]. Une résistance des cellules tumorales acquise suite a leur confrontation avec 1’agent chimio-
thérapeutique peut aussi étre étudiée [158]. Le couplage de différentes thérapies [132, 217] peut
également étre pris en compte. Ces modeles ont 'avantage de présenter un nombre assez réduit de
variables et d’étre rapide a simuler. Cela facilite leur utilisation par le corps médical.

Cependant, ces modeles n’integrent pas la dimension spatiale qui joue cependant un réle im-
portant. En effet, quand les molécules thérapeutiques sont transportées dans le sang, les cellules
proches des vaisseaux sanguins recoivent plus de molécules chimiothérapeutiques que les plus éloi-
gnées. Ceci ne peut pas étre pris en compte quand la structure du réseau vasculaire n’est pas
représentée. La présence de zones plus favorables a la prolifération des cellules survivantes (forte
oxygénation, faible densité cellulaire) ne peut également pas étre considérée.

C.2.1.2 Modeéles spatio-temporels

Ces modeles permettent, entre autre, de considérer explicitement le réseau vasculaire comme
vecteur de transport des molécules chimiothérapeutiques dans la tumeur. Certains modeles consi-
deérent alors que les molécules diffusent simplement des vaisseaux sanguins vers le tissu environnant
[90, 160, 218]. L’évolution de la concentration C' de molécules thérapeutiques dans le tissu peut
alors se modéliser par I’équation :

aa(; = DV*C —vC (C.3)

ou D est le coefficient de diffusion des molécules et v est la consommation ou dégradation de
ces molécules au cours du temps. Les conditions aux parois vasculaires sont fixées par un flux
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diffusif, généralement considéré comme proportionnel a la différence de concentration en molé-
cules thérapeutiques entre 'intérieur du vaisseau et le tissu environnant. Donc a travers la paroi
vasculaire :

DV Cilyase = 7(Cy — C) (C.4)

ol v est la perméabilité de la paroi vasculaire, C), est la concentration de molécules dans le vaisseau
et Myqsc €st la normale a la paroi vasculaire. L’apport des molécules a travers la paroi est cependant
parfois considéré comme constant dans certains modeles [90, 218].

D’autres modeles vont plus loin en prenant en compte les flux osmotiques entre le vaisseau et
le tissu environnant, et les flux convectifs dans le tissu. En effet, un transfert de solvant ﬁ,smo peut
se mettre en place entre le liquide plasmatique dans le vaisseau et le liquide interstitiel dans le
tissu environnant lorsque la différence de pression entre les deux milieux est forte [219]. Ce flux
contient alors des molécules chimiothérapeutiques qui traversent la paroi vasculaire. Ce liquide est
lui-méme drainé par les vaisseaux lymphatiques par un flux ﬁymph. Ainsi,

KV Priygse = fosmo aUx parois vasculaires
KN Pitymph = fiympn aux parois lymphatiques

(C.5)

P est la pression interstitielle dans le tissu, K la conductivité hydraulique du tissu et iy, est la
normale a la paroi lymphatique. Et, dans le tissu,

oP
— = KV?P C.6
AT (C.6)
L’apport de molécules thérapeutiques dans le tissu par le flux osmotique se traduit quant a lui
par ’équation :
D¢VCﬁvasc = (1 - U)Cvfosmo (C7)

ou ¢ est la fraction volumique de flux interstitiel et o est le coefficient de réflexion osmotique des
molécules thérapeutiques.

Les vaisseaux lymphatiques sont généralement dégradés dans les tumeurs [220, 221]. Le méca-
nisme des flux osmotiques crée donc un flux convectif vers I'extérieur de la tumeur. En prenant en
compte ces termes, I’équation de la concentration C' de molécules thérapeutiques dans le tissu a
alors la forme :

oCc 1
— 4+ -KVPVC = DV*C —vC (C.8)
at  p
p la porosité du milieu, et %K VPV est le terme de flux convectif. Les conditions aux parois
du vaisseaux prennent alors en compte, en plus du flux diffusif, un flux de molécules thérapeutiques
résultant du flux osmotique. Ce dernier flux est proportionnel au flux osmotique, mais aussi a la

concentration en molécules thérapeutiques dans le sang [219].

Dans certains modeles, la concentration de molécules thérapeutiques dans le sang est considérée
comme une constante. Dans d’autres, elle est fixée a un certain seuil lors de la thérapie et est nulle
pendant les périodes entre les séances de thérapie [90]. Elle peut encore décroitre linéairement ou
exponentiellement au cours du temps [219, 222], consécutivement a la diffusion, I’élimination et la
dégradation des molécules. Certains modeles prennent également en compte que, lors d’une injec-
tion d’un produit chimiothérapeutique, les molécules injectées au méme moment n’atteignent pas
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en méme temps la tumeur. Cela dépend en effet des vaisseaux sanguins qu’elles ont empruntées.
Ainsi, les premiéres (et les derniéres) molécules atteignant la tumeur sont fortement diluées dans
le sang. L’essentiel de ce sang provient donc de vaisseaux ne transportant pas encore (ou plus) de
molécules thérapeutiques [135], et la concentration sanguine en molécules est donc moindre. Cet ef-
fet peut étre pris en compte en considérant les différents flux sanguins dans le réseau [135, 137, 149].

L’effet des thérapies sur chaque cellule dépend alors de la concentration de molécules théra-
peutiques dans son environnement [90, 105], ainsi que de toute autre particularité de la cellule
(phénotype, phase du cycle cellulaire) [90, 223]. Ainsi, dans certains modeles ou la tumeur est
représentée par un automate cellulaire, les cellules dans une phase donnée, qui correspond a la
phase cible de la molécule, sont détruites par les agents chimiothérapeutiques quand la concentra-
tion de ces agents dépasse un seuil [105]. Dans d’autres, la probabilité de survie est une fonction
décroissante de la concentration en molécules thérapeutiques. Ainsi, chez Ribba et al. (2005) par
exemple [222], cette probabilité p est de la forme :

L C.9

P=0T e (C9)

ou a, b, et ky, sont des constantes positives, et C' est la concentration de molécules thérapeutiques.

Dans les modeles ou la tumeur est considérée de facon plus continue, le taux de cellules tuées par

la chimiothérapie en fonction du temps peut aussi dépendre de la concentration des molécules

thérapeutiques. Ainsi, chez Lignet et al. (2012), le taux \.(C') de cellules ¢ dans la phase spécifiée
éliminées par unité de temps est de la forme :

Ema:c C’C
A(C) = ZmanC™
() Cso+C

Epozc étant leffet maximal de la chimiothérapie, C5y étant la concentration en molécules
chimiothérapeutiques nécessaire pour induire 50% de I'effet maximal, et C' est la concentration des
molécules.

(C.10)

C.2.2 Cas du ciblage du réseau vasculaire

Il existe des modeles permettant de simuler les effets des agents de destruction vasculaire comme
des agents anti-angiogéniques.

Certaines molécules anti-angiogéniques agissent sur les récepteurs de la paroi vasculaire pour
inhiber la germination des vaisseaux. Pour modéliser leurs effets, la germination des vaisseaux
est parfois réduite en inhibant le terme de croissance vasculaire [76, 132]. L’'importance de cette
inhibition peut dépendre de la concentration de molécules anti-angiogéniques dans le sang [132].
Dans d’autres travaux [131], 'effet des anti-angiogéniques est modélisé par un terme inhibiteur de
la croissance vasculaire de la forme :

(?t/ =—f(C)V (C.11)

anti—angio

Le terme représentant l’action des anti-angiogéniques est ici le seul a étre représenté. V est la
densité du réseau vasculaire et f est une fonction croissante dépendant de la concentration C' en
anti-angiogéniques. Dans ce dernier cas, il faut cependant s’assurer que le terme d’inhibition vas-
culaire n’est pas un impact plus fort que celui de croissance vasculaire, car cela entrainerait une



C.2. Modélisation de la thérapie 47

destruction du réseau. Or, les anti-angiogéniques permettent d’inhiber la croissance tumorale et
non pas de détruire le réseau vasculaire existant.

D’autres molécules anti-angiogéniques inhibent la production de VEGF. Dans les modeles les
plus simples, I'effet de ces molécules est modélisé en inhibant la production de VEGF lorsque la mo-
lécule thérapeutique est en action [174]. Cependant, ces modeles ne tiennent pas compte de la dis-
tribution spatiale des molécules thérapeutiques. Ainsi, dans d’autres modeles, ’anti-angiogénique
diffuse dans le tissu de fagon similaire aux agents chimiothérapeutiques visant les cellules tumorales
(section C.2.1). Par exemple, chez Lignet et al (2012) [90], 'anti-angiogénique de concentration
C' inhibe le VEGF suivant un taux ¢(C) ou g est une fonction croissante. Les molécules anti-
angiogéniques sont détruites a la méme vitesse lors de la réaction chimique.

Quant aux agents de destruction vasculaire, ceux-ci peuvent étre représentés par une dégrada-
tion du réseau vasculaire de la forme :

av
- — _\V C.12
7 (C.12)

destr

ol le terme représentant ’action des agents destructeurs des vaisseaux est le seul a étre représenté
[76, 132]. V est la densité vasculaire, ou représente le ravitaillement vasculaire dans les modeles
sans dimension spatiale. A est le taux de dégradation vasculaire.

Les mécanismes qui rendent un vaisseau du réseau vasculaire tumoral plus sensible aux agents
de destruction vasculaires qu’un autre sont encore mal connus. A ce jour, ces modeles de destruction
vasculaire ont surtout permis d’étudier 'impact du choix des segments vasculaires dégradés sur la
délivrance des molécules thérapeutiques dans la tumeur. Ce choix peut étre complétement aléatoire
[174], ou dépendre par exemple du flux sanguin dans les vaisseaux [137, 149].
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Abbréviation
ADN

ARN

AZD

BAY

CA4-P

CDK

CEP

EMD
EndoTAG

IL

OXI (ou CA1P)
PMX

PHD

SU

peptide RGD
VE

VEGF
VEGFR
VDA

ZD (combrestatine)

Signification

Acide Désoxyribonucléique

Acide Ribonucléique

AstraZeneca (groupe pharmaceutique) Drug
Bayer

Combrestatine A-4 Phosphate

Cycline Dependent Kinase

Circulating Endothelial Precursor Cells
EMD Group (groupe pharmaceutique)
Endothelium Targeting

Interleukine

Combretastatin A1 diPhosphate
Pelmorex (groupe pharmaceutique)
Prolyhydroxylase

SU Group (groupe pharmaceutique)
Peptide contenant la séquence RGD
Vascular Endothelium

Vascular Endothelial Growth Factor
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
Vascular Disrupting Agents

Zeneca (groupe pharmaceutique) Drugs

Fig. C.1: Tableau des abbréviations
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D.1 Présentation du modeéle

Le dispositif de la fenétre dorsale est connu depuis de nombreuses années [224, 225]. 1l permet
I'observation in wvivo sur 'animal du développement de tumeurs implantées sur la peau de pe-
tits mammiferes. Les cellules tumorales introduites peuvent étre de différents types (pancréatique,
prostatique, mammaire, pulmonaire, rénale, cérébrale...) et se développent généralement dans des
organes difficilement observables.

La technique de la fenétre dorsale consiste a fixer une chambre dotée d’une fenétre d’observa-
tion sur un pli de peau (figure D.1). Ainsi, de nombreux processus liés a ’évolution tumorale sont
rapidement accessibles a ’observation, comme par exemple ’angiogenese et le remodelage vascu-
laire. Cependant, la croissance de la tumeur est souvent moins rapide que dans 1'organe ou elle se
développe naturellement, et le nouvel environnement peut étre défavorable au développement de
métastases pour le type de tumeur étudié [226].

Fig. D.1: Tmage d’une fenétre dorsale fixée sur une souris. Tirée de Lavigne et col. [227]

La littérature témoigne de I'utilisation de la fenétre dorsale sur différents modeles animaux.
Le hamster a particulierement été utilisé car sa taille facilite la fixation des chambres dorsales
[25, 183, 224, 228, 229|. Bien que techniquement plus exigeant, le modele de la souris est éga-
lement souvent choisi dans les modeles les plus récents de par 'existence de différentes lignées
génétiquement modifiées [230-233]. En particulier, les souris nudes présentent une absence de poils
et une immunodéficience qui rend ce modele particulierement adapté a ’observation du développe-
ment tumoral [123, 225, 234]. Le modele du rat a également été utilisé [235, 236]. La microscopie
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intravitale permet de visualiser a travers ces fenétres dorsales 1’évolution de parametres rhéolo-
giques liés au flux sanguin, en particulier grace a des agents fluorescents et des microscopes adaptés.

Ainsi, 'utilisation de FITC-dextran, permet d’observer I’angiogenese et le remodelage vascu-

laire grace a des microscopes bi-photoniques [36, 183, 230, 237, 238]. En effet, ce marqueur est
composé d’une molécule fluorescente, I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC), associée a un poly-
saccharide, le dextran, qui permet une meilleure homogénéité de la fluorescence grace a son poids
moléculaire plus élevé. Des données telles que la densité du réseau vasculaire ou la tortuosité de
ses vaisseaux peuvent ainsi étre extraites des images [239).
Similairement, la rhodamine permet de visualiser les cellules sanguines de facon a déterminer le
flux sanguin et la perméabilité des vaisseaux [183, 189, 237|. La concentration en oxygene dans
les tissus peut étre mesurée grace a 'utilisation de colorants phosphorescents [230]. De méme, la
délivrance de molécules thérapeutiques peut étre controlée grace a leur fluorescence naturelle ou a
des traceurs fluorescents [240]. Les pressions sanguines et tumorales peuvent étre mesurées grace
a des cathéters [241].

Le dispositif de la fenétre dorsale a déja été utilisé pour valider des modeles théoriques qui
décrivent la perméabilité des vaisseaux a l'oxygene [123, 183], ou la cicatrisation de blessures [238].
Cependant, ce dispositif n’a pas encore été utilisé pour valider un modele théorique de croissance
tumorale.

D.2 Protocole expérimental

Les expériences sont réalisées par nos partenaires de la société Ecrins Therapeutics et de I'Insti-
tut des Neurosciences de Grenoble (GIN). Le modeéle animal utilisé est la souris nude. Le protocole
suivi est similaire & celui utilisé par de nombreuses équipes [238, 242, 243]. Les souris sont anesthé-
siées par inhalation d’un mélange de 1.5% d’isoflurane dans un mélange de 30% d’Os et 70% d’air
durant la mise en place de la fenétre dorsale et la réalisation des observations. Une dose de 250
pl de buprecare, un anti-douleur, leur est également injecté avec 0.3 mg/ml. Pour fixer la fenétre
dorsale, un pli cutané est d’abord formé sur la peau du dos de la souris. Ce pli est encadré par 2
fenétres symétriques en titane présentant chacune une ouverture centrale de 1 cm de diametre. Au
niveau de ces ouvertures, la peau est découpée sur une des couches du pli tissulaire pour permettre
I'observation du tissu intérieur de la couche de peau opposée. Une chambre dorsale est alors mise
en place sur 'ouverture pour permettre les observations au cours du temps. La figure D.2 illustre
ce modele expérimental.

Parallélement, une tumeur rénale murine de type RENCA (ATCC® CRL —2947TM) est culti-
vée sur une souris nude "donneuse'. Celle-ci est ensuite extraite de la souris et séparée en plusieurs
morceaux de quelques millimetres de diametres et de faible épaisseur. Chacun des ces fragments
est alors implanté dans une chambre dorsale de souris "receveuse'. La fenétre d’observation est
ensuite refermée par un verre. Puis, chaque fenétre dorsale est régulierement photographiée avec
un appareil photo couleur 12 bits a capteur CCD a 5 millions de pixels de taille 3.5 microns dans la
quinzaine de jours qui suivent la mise en place des morceaux de tumeurs. Les souris sont inspectées
régulierement et sont euthanasiées dans chacun des cas suivants :

e si elles montrent des signes de souffrance (prostration, perte de poids, géne a la mobilité...)
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Fig. D.2: La mise en place d’'une fenétre dorsale. La peau est d’abord étirée sur la souris anesthésiée a
laide d’un fil (a), puis la fenétre dorsale y est fixée par trois attaches et en suturant la partie
supérieure (b). Images tirées de [230]

e si la fenétre se détache
e si la greffe ne prend pas
e ou si la zone d’observation est contaminée par des champignons.

Les photos mettent en évidence la croissance tumorale, et I'adaptation vasculaire (angiogenese
et remodelage des vaisseaux) qui ont lieu au cours du temps (figure D.3).

i

2 tumeur

e J11

Fig. D.3: Série d’images représentant le développement tumoral (croissance tumorale et adaptation vas-
culaire). Le VEGF perméabilise les vaisseaux et induit une hémorragie (a 7 jours). Cette hé-
morragie se résorbe rapidement pour laisser place a ’angiogenése (a partir de 11 jours). De plus

(1]

la tumeur devient progressivement moins opaque au fur et a mesure qu’elle “s’enracine” dans le
tissu hote. Cela indique que la greffe a bien pris.
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D.3 Segmentation des images

Les séries d’images peuvent étre tres hétérogenes en termes de qualité. En particulier, figure D.3,
les images des jours 1 et 4 sont de mauvaise qualité, sombres et granuleuses alors que I'image du jour
11 est en revanche de tres bonne qualité en terme de netteté, de contraste et de luminosité. C’est
pourquoi, la binarisation des images pour extraire les vaisseaux d’intérét est réalisée manuellement.

Les images sont binarisées en ne retenant que les vaisseaux dont le diametre est au dessus d'une
trentaine de micrometres ou dont le diametre va évoluer au dessus de ce seuil a un moment dans
la série d’images.

Lors du processus de binarisation, les embranchements entre les vaisseaux sont distingués des
croisements de vaisseaux appartenant a différents plans dans le tissu. Cette distinction est difficile
a automatiser, mais elle est relativement aisée a 1'oeil (figure D.4).

Fig. D.4: Exemple de croisement (sans contact physique) entre vaisseaux

Par soucis de simplification pour le post-traitement des images binaires, si deux vaisseaux se
croisent, ils sont alors représentés sur des images binaires différentes tout en restant associés a la
méme image initiale. Plusieurs images binaires peuvent donc étre nécessaires pour représenter tous
les vaisseaux d’intérét d’une méme image (figure D.5).

Les images binaires sont par la suite traitées de facon automatique pour y extraire les chemins
empruntés par les vaisseaux (annexe C).
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Fig. D.5: a. Image d’origine, b. Sélection des vaisseaux au dessus du seuil d’une trentaine de micrometres.
Afin d’éviter la représentation des croisements de vaisseaux sur une méme image (qui poserait
un probléme lors de I'analyse automatique des vaisseaux) plusieurs plans sont nécessaires. La
représentation de I’ensemble des vaisseaux de I'image nécessite ici 3 plans. Les vaisseaux sont
extraits par ordre d’importance dans les plans successifs, jusqu’a ce que tous les vaisseaux dont
le diametre est au dessus de seuil soient représentés. c. Image binarisée des vaisseaux sélectionnés
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E.1 Les différents modules

Le modele computationnel a été développé de fagon a reproduire les observations expérimentales
sous fenétre dorsale. Il vise a décrire les phases successives de I'évolution tumorale c¢’est a dire :
e la phase initiale de croissance tumorale avasculaire,
e le passage a l'état hypoxique de cellules tumorales qui mene a la diffusion de facteurs de
croissance vasculaire (VEGF)
e les phases d’adaptation vasculaire (remodelage puis angiogenese) qui en résultent
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e la phase de croissance tumorale dépendante de I'angiogenése

Le modele est basé sur le couplage de deux modules principaux pour décrire les événements
jusqu’a I’échelle sub-cellulaire. Le premier module décrit 1’évolution tumorale et integre le cycle
cellulaire et le métabolisme (consommation en oxygene, hypoxie, prolifération et mort cellulaire)
pour décrire le passage des cellules a 1’état quiescent et 1’émission de VEGF. Le second module
décrit ’évolution vasculaire induite par le VEGF et par la croissance tumorale, et ’évolution de
la distribution d’oxygene dans le tissu qui en résulte. En effet, les vaisseaux germent sous 1'ef-
fet du VEGF et s’effondrent dans la tumeur lorsque les contrainte hémodynamiques exercées sur
leurs parois sont faibles. Cette évolution du réseau vasculaire contribue a modifier les différentes
contraintes qui s’exercent sur les vaisseaux, y compris les liens d’adhésions entre les cellules de la
paroi vasculaire. Le rayon des vaisseaux s’adapte alors suivant les différentes contraintes. L’évolu-
tion vasculaire impacte l'apport d’oxygene dans la tumeur et donc sa croissance.

Les deux modules et leurs relations sont représentés dans le diagramme figure E.1.

vecF  Développement

Tumeur .
vasculaire
Cycle cellulaire Diffusion
et Métabolisme . de l'oxygéne
Consommation
en oxygene

Fig. E.1: Diagramme d’inter-relation entre les modules du modele. La tumeur émet du VEGF qui influe sur
la structure vasculaire environnante. Les vaisseaux acheminent des nutriments et en particulier
de l'oxygene vers la tumeur, ce qui influe sur 1’état (prolifératif ou quiescent) de ses cellules et
donc sur la croissance tumorale.

E.2 Le domaine de simulation

E.2.1 Définition du domaine

A travers une fenétre dorsale, les évolutions vasculaires et tumorales ne sont facilement obser-
vables que sur la couche tissulaire sur laquelle a été implantée la tumeur. En conséquence, nous
nous sommes limités a une modélisation en 2D, ce qui réduit les temps de calcul. Il est cependant
clair que la croissance tumorale s’effectue également dans I’épaisseur du tissu et que cela implique
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une interaction avec le verre (pression de la tumeur sur la vitre). Le choix 2D fait que nous n’avons
pas abordé ce probléme et que nous sous-entendons que ses conséquences sur la croissance tumorale
sont négligeables.

Les simulations sont réalisées a partir d'une fenétre carrée de 5 mm de coté. Cette taille de
fenétre est adaptée pour pouvoir simuler I’évolution des vaisseaux environnants sous une vingtaine
de jours. En effet, sur 20 jours, la tumeur reste suffisamment petite pour pouvoir étre observée
entierement sur cette zone.

FE.2.2 Discrétisation du domaine

La zone de simulation est discrétisée par une grille réguliere composée d’éléments carrés de
25 um de coté, ce qui correspond a la surface d’une cellule tumorale en adhérence sur un substrat
2D. Les cellules occupent les éléments de la grille e(i, j) et les vaisseaux prennent place sur les
arétes et les diagonales de ces éléments. La figure E.2 représente le domaine de simulation, ou les
vaisseaux sont discrétisés entre les nceuds N(i, 7).

(0,0) Lx=5mm i

eNoeud N(ij)
[[]élément e(ij)

Cellules
tumorales

prolifératif
quiescent

@® apoptotique

=5 mm

@ nécrotique

Ly

Vessels
mmm Vaisseaux
parents

— Capillaires

(200,200)

Fig. E.2: Domaine de simulation de la croissance tumorale en 2D. Ce domaine est une grille carrée de
200x200 éléments, soit une surface de 5 mm x 5 mm. Les différents types de cellules tumorales
sont positionnés dans les éléments, alors que les vaisseaux se trouvent sur leurs bords ou leurs
diagonales. Tiré de Lesart et col. (2012) [104]

E.2.3 Le réseau vasculaire initial

Les vaisseaux principaux du réseau initial sont extraits de l'image du réseau vasculaire réel
prise peu de temps apres I'implantation des cellules tumorales (chapitre D, section D.3).

L’observation du réseau vasculaire du tissu cutané révele l'existence d'un réseau dense et ré-
gulier de vaisseaux de faible diameétre s’étendant sur toute la zone (figure E.4). Nous nommons ce
réseau, 'réseau submicrovasculaire’ (RSMV) pour le distinguer du réseau microvasculaire "visible'.
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tumeur

b.

Fig. E.3: a. Un réseau vasculaire sous fenétre dorsale et une tumeur fraichement implantée b. Segmentation
des vaisseaux principaux dans une zone de simulation 2D

Ce réseau alimente uniformément le tissu en oxygene et peut potentiellement étre utilisé par les
molécules thérapeutiques pour atteindre la tumeur. Il peut également influer sur 1’évolution tumo-
rale, en particulier au stade initial apres lequel 'essentiel de ce réseau est dégradé par la tumeur.
En effet, suite a la co-option des vaisseaux dans la tumeur, le réseau vasculaire est fragilisé. Les
faibles stimulations hémodynamiques (tension de cisaillement) exercées sur les vaisseaux de faible
diametre induisent une perte de leur tonicité et en conséquence leur désagrégation.

as

3

Fig. E.4: Visualisation du tissu sain d’une souris a différentes échelles. L.’image de gauche montre une vue
macroscopique du réseau vasculaire (le diamétre de la fenétre est de 1 cm). La région sélectionnée
dans I'image est montrée & plus fort grossissement (image du milieu). Les capillaires du RSMV
deviennent visibles. Trois zones sont sélectionnées et les capillaires sont mis en évidence dans
chaque zone dans le panneau de droite. La distance moyenne entre les capillaires est de 100 um.

La représentation a 2D de ce réseau "submicrovasculaire' est difficile dans la mesure ou les
vaisseaux denses se croisent dans une faible épaisseur de tissu sans qu’il y ait nécessairement de
connexions entre eux ou avec le réseau microvasculaire (figure E.5). La prise en compte de ce
réseau doit donc se faire de maniere plus ou moins explicite. Nous avons par conséquent recherché
le meilleur moyen de représenter ce réseau sub-microvasculaire sans que cela néglige les mécanismes
importants du développement vasculaire et tumoral.

Comme ce réseau vasculaire est relativement régulier, nous avons effectué des simulations en le



E.2. Le domaine de simulation 61

B artériel B vcineux

Fig. E.5: Réseau sub-microvasculaire avec vaisseaux entrecroisés. Vision d’artiste tirée de http ://www.laser-

couperose.com

modélisant sous la forme d’une grille réguliere carrée de vaisseaux de faible diametre (figure E.7).
Le pas du maillage choisi pour la grille est celui de I'interdistance moyenne des vaisseaux dans un
réseau vasculaire sain, c’est a dire 100 um (figure E.4) et le diametre des vaisseaux est 8 um. Cela
permet de considérer I'angiogenese et le remodelage du réseau sub-microvasculaire au voisinage di-
rect de la tumeur sur la croissance tumorale, et son impact sur l'oxygénation de celle-ci. Nous avons
également testé le cas ou ce réseau vasculaire n’est pas représenté, ce qui nécessite une adaptation
des parametres qui gerent la résistance cellulaire a 'hypoxie (le tissu étant hypoxié en I'absence
des microvaisseaux). Les résultats de simulation obtenus & partir de ces 2 cas sont comparés en
détail chapitre F.1. Il résulte de cette comparaison qu’aucun de ces deux cas ne représente de
facon totalement satisfaisante la croissance tumorale. En effet, représenter explicitement le réseau
sub-microvasculaire ne permet pas aux vaisseaux parents de contribuer a la néovascularisation de
la tumeur. D’autre part, ’absence de ce réseau ne tient pas compte de I'oxygénation physiologique
initiale du tissu au voisinage de la tumeur.

Une solution intermédiaire a donc été adoptée par la suite. Celle-ci représente le réseau sub-
microvasculaire par un champ de vaisseaux E exprimé dans chaque élément de la grille. Ce champ
est considéré comme initialement uniforme et de valeur Ey, et est dégradé par la tumeur au cours
du temps. Ainsi, a chaque pas de temps At le champ a une probabilité At/ts,..;c de se dégrader
pour les éléments sur lesquels une cellule tumorale est présente. Le champ dans cet élément prend
alors la valeur nulle (figure E.6).

La valeur initiale du champ est calculée de facon a correspondre a ’occupation moyenne par élé-
ment de la grille qu’occuperait le réseau sub-microvasculaire représenté explicitement. Ainsi, pour
que la densité moyenne du champ soit la méme que dans une grille carrée de maillage 100 pm,
cette valeur Ey est de 25/2 um. En effet, dans la figure E.7, 8 segments (aréte d’un élément) de
25 pm sont présents sur une grille carrée de coté et de maillage 100um (c’est a dire un maillage
de vaisseaux qui circonscrit 16 éléments). Le choix qui consiste & intégrer le réseau vasculaire
sous la forme d’'un champ permet de considérer le réseau préexistant de petits vaisseaux (qui as-
surent 'oxygénation physiologique du tissu) sans qu’il interfere avec I'angiogenése provenant des
vaisseaux principaux. Une solution similaire avait déja été adoptée en 2009 par Macklin et col. [75].
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Fig. E.6: La dégradation du réseau vasculaire implicite dans la tumeur. Les éléments ou le réseau vasculaire
est dégradé sont & E = 0, alors que ceux ou ce réseau n’est pas encore dégradés sont a £ = Ej

28 umI
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Fig. E.7: Le positionnement des segments de vaisseaux pour créer une grille sub-microvasculaire réguliere
d’interdistance moyenne 100 pm.

E.3 Le module de croissance tumorale

E.3.1 Regles de I'automate cellulaire

La croissance tumorale dans le modele est basée sur un automate cellulaire [98]. Ce choix
permet de décrire la transition des cellules tumorales entre différents états (prolifératif, quiescent,
apoptotique ou nécrotique). De plus, notre modele prend en compte le cycle cellulaire en attribuant
a chaque cellule individuelle un compteur de temps. La phase de la cellule (G1, S, G ou M) peut
étre ainsi déterminée a partir du temps écoulé depuis la division d’une cellule mere.

Dans le modele, les cellules saines ne sont pas représentées explicitement. Chaque élément de
la grille de simulation peut ainsi étre occupé par des cellules tumorales, ou étre libre, c’est a dire
qu’on sous entend une occupation par une cellule saine.

Les regles suivies par 'automate sont présentées dans le diagramme figure E.8. Les transi-
tions entre les différents types cellulaires sont conditionnées par le cycle cellulaire et les conditions
environnementales. Plus spécifiquement, 1'oxygene disponible dans le tissu et I'espace disponible
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Fig. E.8: Diagramme d’inférence qui régit I’automate cellulaire de la croissance tumorale. oy, est le seuil
limite en oxygene sous lequel les cellules prolifératives en phase (G; deviennent quiescentes et
a l'inverse les cellules quiescentes retournent dans un état prolifératif. o, est le seuil limite en
oxygene pour que les cellules restent dans un état quiescent et ne meurent pas par nécrose par
hypoxie sévere. Les ellipses représentent les différents états cellulaires et les losanges représentent
des tests logiques qui déterminent 1’évolution de la cellule. Les losanges bleus représentent des
tests relatifs au niveau d’oxygene, alors que les losanges gris foncés sont des tests relatifs a des
phases du cycle, et qu’un dernier losange représente un test quant a l’espace disponible aux
alentours de la cellule.

vont déterminer si la cellule va proliférer ou mourir. Voici les regles qui régissent la prolifération
cellulaire en fonction de I'oxygene disponible :

e Sil'oxygene disponible est en dessous d'un seuil o, et que la cellule est en phase G, elle de-
vient quiescente. En effet, le point de restriction et la transition entre les phase GGy et S sont
considérés comme confondus dans ce modele. Etant donné que les phases G, S et M sont
moins consommatrices d’énergie que la phase GG, nous faisons I’hypothese qu’elles peuvent
s’accomplir méme si I'apport en oxygene est limité. Seule la phase GG trés consommatrice
d’énergie peut se trouver perturbée par le manque d’oxygeéne et rester en suspens (ou se
ralentir).

e Une cellule quiescente peut retourner a un état prolifératif si les conditions d’oxygénation
redeviennent satisfaisantes (au dessus du seuil ). Toutefois, si la cellule reste dans un état
quiescent pendant trop longtemps (¢ > Tjini) ou si les conditions d’hypoxie sont trop séveres
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(disponibilité en oxygene en dessous d’'un seuil «,), la cellule devient nécrotique. Dans le cas
de la mort par nécrose, la place de la cellule dans 'automate n’est pas libérée.

E.3.2 La division cellulaire

En phase M, la cellule peut se diviser en 2 cellules filles si elle a suffisamment d’espace pour
cela. C’est le cas uniquement si un élément adjacent est vide ou qu’une cellule adjacente peut
libérer un espace en se déplacant dans un élément voisin libre.

Si un ou plusieurs éléments adjacents sont libres, alors I'une des deux cellules filles peut ve-
nir 'occuper tandis que l'autre remplace la cellule mere. Cette sélection se fait par un processus
aléatoire (figure E.9a) dans lequel les éléments adjacents peuvent avoir une probabilité différente
d’étre sélectionnés selon qu’ils sont voisins de 1’élément considéré par une aréte (probabilité a) ou
un sommet (probabilité p = ya avec v < 1). Les probabilités sont normalisées.

I:‘ élément libre
- elément occupée

. cellule préte a se diviger

Fig. E.9: Probabilités p d’occupation d’un élément libre successivement a la division d’une cellule. a.
Lorsqu’une cellule adjacente est libre (y < 1) b. Lorsque toutes les cellules adjacentes sont
occupées mais qu’une des cellules se trouvant dans un élément transverse a la cellule qui se divise
peut se déplacer vers un de ses éléments adjacents libres (6 < 1). La somme des probabilités est
ramenée a 1

Au cours de cette theése, nous avons utilisé plusieurs modeles de division cellulaire. Dans le
modele 1, la cellule en phase M ne meurt par apoptose que s’il n’y a pas d’élément libre adjacent.
Si la cellule peut se diviser, 'une des cellules filles occupe un des éléments adjacents libres. Chaque
élément transverse a une probabilité a d’étre sélectionné, alors que les éléments diagonaux ont une
probabilité va d’accueillir une des cellules filles.

Le modele 2 reprend le modele 1 si un élément adjacent a la cellule en phase mitotique est
libre. Cependant, si aucun élément adjacent n’est libre mais qu’au moins une des cellules occupant
un de ces éléments peut se déplacer vers un élément libre, alors elle se déplace pour permettre
de laisser la place a une des cellules filles. La surface de contact d'une cellule avec les cellules
adjacentes de fagon transverse étant plus grande qu’avec celles adjacentes de facon diagonale, nous
considérons que seules les cellules transverses peuvent se déplacer ainsi. Ce déplacement peut étre
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transverse, dans la direction de la poussée exercée pour laisser de la place a une des cellules filles, ou
diagonale dans une des deux directions adjacentes a celle-ci (figure E.10). Dans le cas ou plusieurs
déplacements sont possibles, I'un d’entre eux est sélectionné selon un processus aléatoire similaire
au précédent. Comme le montre la figure E.9b, la probabilité quun déplacement soit sélectionné
est encore une fois différente selon qu'il soit transverse (probabilité p = b) ou diagonal (probabilité
p = b avec 6 < 1). Si un tel déplacement d’une cellules transverse a la cellule en mitose est
également exclu, la cellule entre en apoptose, ce qui aboutit a son élimination au bout d’un temps
tapopt- L'élément de la grille est alors libéré.

élement libre accessible par
déplacement pour une cellule

| alament libre transverse & la cellule préte &

| se diviser
. glement occupé

- par déplacement transverse

. par déplacement diagonal

Fig. E.10: Eléments libres accessibles par déplacement pour une cellule transverse & une cellule préte a se
diviser.

Les parametres v et § qui régissent la division cellulaire sont déterminés de fagon a ce que la
tumeur croisse de maniere isotrope dans un environnement uniformément oxygéné. Le chapitre G
section G.1 explique plus en détail la fagon dont ces parametres sont déterminés.

E.3.3 La durée de cycle cellulaire

La facon de déterminer la durée du cycle cellulaire d’une cellule fille a elle aussi évolué au
cours de cette these. Au départ, dans le modeéle 1, la durée du cycle cellulaire de chaque cellule
était considérée aléatoirement a 20, 21, 22 ou 23 heures. La durée de la phase G| est quant a elle
toujours de 10 heures.

Puis, nous avons pris en considération que la durée du cycle d'une cellule dépendait de certains
facteurs génétiques ou épigénétiques hérités de sa cellule mere [244], et que des cellules issues d'un
méme cellule mere ne pouvaient pas avoir une durée de cycle cellulaire trop différente. Ainsi, dans le
modele 2, la durée du cycle cellulaire d'une cellule fille est la méme que sa cellule mere. Ce modele
nous a permis d’étudier la compétition entre des populations cellulaires de durée de cycle différente.

Cependant, des faibles variations dans la durée du cycle cellulaire dans une population issue
d’une méme cellule mere existent. Ceux-ci peuvent étre dus aux conditions environnementales,
mais aussi a des facteurs génétiques et épigénétiques qui peuvent étre modifiés lors de la division
cellulaire. Ces différents parametres sont cependant difficiles de découpler les uns des autres [244].
Dans le modele 3, nous avons fait I’hypothese de réguler la durée de cycle d’une cellule fille sui-
vant une loi aléatoire dépendant de la durée de cycle de la cellule meére. Ainsi, la durée du cycle
de chaque cellule fille est déterminée selon une loi normale centrée sur la durée de cycle de la
cellule mere et réduite sur un intervalle d’une heure fixé tout au long de la simulation pour éviter
de trop grands écarts de durée de cycle dans la population (figure E.11). Dans ce modele, c’est
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la durée de la phase G; qui est modifiée suivant les cellules. En effet, cette phase est celle dont
la durée varie le plus entre cellules de méme souche [43, 44]. Les durées des phases S, Gy et M
ont une variabilité moindre. Leurs durées sont donc considérées comme fixes dans le modele. Nous
attribuons respectivement a chacune de ces phases les durées de 8h, 5h et 1h. L’écart-type de la
loi reste également toujours le méme.

25

2.0+

densité de probabilité

ns5-

]
T T T T T T T
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Fig. E.11: Densité de probabilité de la loi normale centrée sur m = 23.75 h, d’écart type o = 0.2 (en bleu).
Les durées de o et m ne sont ici fixées qu’a titre d’exemple pour 'illustration. Les pointillés
rouges délimitent la zone [m — o, m + ¢|. Loi réduite sur [23.5,24.5] h (en vert).

Pour effectuer le tirage aléatoire d’une durée de cycle cellulaire suivant une loi normale tronquée,
nous utilisons la forme cartésienne de la méthode de Box-Muller en rejetant les éléments extérieurs
a 'intervalle de troncature.

E.4 Le module de croissance et d’adaptation vasculaire

Sous leffet de la tumeur et du VEGF qu’elle émet, le réseau vasculaire s’adapte et se déve-
loppe. Les expérimentations n vivo sous fenétre dorsale montrent que, dans un premier temps, les
vaisseaux voient leurs rayons changer (se contracter ou se dilater). La croissance de nouveaux vais-
seaux (c’est a dire 'angiogenése) n’est quant a elle clairement observable qu’au bout de quelques
jours.

E.4.1 Adaptation vasculaire
E.4.1.1 Dégradation des vaisseaux dans la tumeur

Il est connu que I'absence de stimulation mécanique, en particulier de la tension de cisaillement,
sur les vaisseaux cooptés dans la tumeur induit une perte de tonicité dans ces vaisseaux qui se
désagregent (chapitre B, section B.2.4). Ainsi dans le modele, les vaisseaux dont la tension de
cisaillement 7,45 est en dessous d'un certain seuil 7.,;, ont un temps de survie moyen de g, yie-
Les autres vaisseaux ne peuvent pas étre dégradés par la tumeur. Ce méme choix a été fait dans
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d’autres modeles [18, 99, 146]. La tension de cisaillement 7,5 est fonction du flux sanguin @, du
rayon du vaisseau R et de la viscosité du sang u(Hp, R), Hp étant ’hématocrite dans le vaisseau :

Twss = M‘CN (E1>

TR3
Le champ E qui représente le réseau submicrovasculaire présent dans le tissu a ’état initial se
dégrade selon la méme probabilité que les vaisseaux représentés explicitement qui ont une faible
tension de cisaillement (section E.2.3).

La viscosité apparente du sang est calculée suivant une expression déterminée par Pries et col.
(1996) a partir de I'interpolation de mesures expérimentales du flux sanguin [245]. Cette expression
fut énormément utilisée par la suite dans d’autres modeles [98, 115, 138, 140, 149, 246]. Voici sa
formulation :

1—-Hp) —1 2R \? 2R \?
#(Hp, ) = |1+ (o5 = 1>((1 - 0.4D5))C —1 (2}2— 1.1> KQR— 1.1) Hplasme (E2)

avec [lplqasma la viscosité du plasma et

(E.3)

1
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Dans les équations E.2, E.3 et E.4, le rayon R est exprimé en micrometres. La viscosité apparente
pour différents hématocrites est représentée figure E.12.

Viscosité

It (centipoise)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
R (micrometres)

Fig. E.12: Viscosité du sang en fonction du rayon des vaisseaux et de ’hématocrite. Tiré de Stéphanou
et col. [138].
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Le flux sanguin est quant a lui donné par la loi de Poiseuille :

TR* AP

O= L o ) o)

L étant la longueur du vaisseau considéré et AP étant la perte de pression sanguine entre 1'entrée
et la sortie du vaisseau. Les pressions sanguines sont calculées grace au principe de conservation
de masse pour chaque noeud du réseau. Cela signifie que la somme des flux en chaque noeud (i, j)
de la grille est égal a 0. Cette procédure mene a un systeme d’équations linéaires qui sont résolues

numériquement grace a la méthode de surrelaxation successive. Les pressions sanguines sont fixées
aux bornes du domaine de simulation.

E.4.1.2 Adaptation du rayon des vaisseaux

Les vaisseaux se dilatent ou se contractent (chapitre B | section B.2.4) sous 'effet des forces
hémodynamiques qui s’exercent sur eux. Parmi les diverses forces que nous prenons en compte pour
I’adaptation des rayons vasculaires figurent celles identifiées et modélisées par Pries et col. en 1998
[148]. 11 s’agit de la tension de cisaillement Sy, de la pression transmurale S, et d'un stimulus
métabolique 5,,. A celles-ci s’ajoutent la constriction naturelle des vaisseaux Sy, modélisée par une
constante chez Pries en col. [148, 150] mais dont nous avons ici modifié ’expression pour prendre
en compte l'influence du VEGF et du rayon vasculaire sur cette constriction. Ainsi, a chaque pas
de temps, le rayon vasculaire évolue suivant :

AR = S;t RAt = (Suss — Sy + S — Si) RA (E.6)

Les stimuli classiques de ’adaptation vasculaire

Le stimulus lié a la tension de cisaillement S, est tel que :
Swss = 10910(107'11;53 + Tref) (E7>

ol Tyss est la tension de cisaillement et 7,.¢ est une constante qui permet d’éviter un stimulus trop
faible quand la tension de cisaillement est petite. Ce stimulus tend a ce que les vaisseaux de méme
flux sanguin soit de méme rayon (figure E.13a).

Le stimulus lié a la pression transmurale quant a lui répond a la formulation suivante, dérivée
de mesures effectuées sur le réseau mésentérique du rat :

S,(P) = kylogio(100 — 86exp(—5000(logio(logio(P)))**)) (E.8)

ou k, est une constante et P est la pression intravasculaire en mmHg. Ce terme permet de refléter
la différence de rayons entre les vaisseaux artériels et veineux pour un méme flux (figure E.13b).
En effet, les vaisseaux artériels a pression intravasculaire plus forte sont plus fins.

Le stimulus métabolique garde la forme considérée chez Pries et col. (1998) :

Sm = k?mlOglo(l + Qref/(QHD)) (Eg)
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Fig. E.13: Effet des différents stimuli a. Stimulus de tension de cisaillement uniquement b. Stimulus de
pression transmurale ajouté a celui de tension de cisaillement c. Stimulus métabolique ajouté
aux 2 précédents. Tiré de Pries et col. [148]

ou k,, est une constante, et @),y est un flux de référence a priori prévu pour étre plus grand que
la plupart des autres flux, et Hp est ’hématocrite. Le choix de cette formulation a été fait pour ne
pas multiplier I'utilisation de parametres inconnus. Ce terme permet d’équilibrer les flux dans les
boucles (figure E.13c). En effet, lorsque deux vaisseaux forment une boucle, le gradient de pression
est plus faible dans la branche la plus longue, ce qui, en ’absence du stimulus métabolique, conduit
a son affaissement en faveur de ’autre branche.

Introduction d’une contrainte élastique pour les vaisseaux

La nouveauté de notre modele concernant 1’adaptation vasculaire se trouve dans la facon de
prendre en compte la tendance naturelle des vaisseaux a se contracter. En effet, ce terme a toujours
été considéré comme une constante. Or, il semblerait naturel que ce terme de contraction soit une
réponse a la déformation élastique de la paroi vasculaire consécutive aux divers stimuli qu’elle
subit. Le VEGF (V) a également un impact sur ce terme. En effet, cette molécule libére les cellules
endothéliales des contraintes qui s’exercent sur elles car elle contribue au détachement des péricytes
et des cellules musculaires lisses qui entourent la paroi vasculaire et agit sur les cadhérines VE qui
assurent les liens d’adhésion entre les cellules endothéliales. Dans notre modele, nous considérons
que le rayon de tous les vaisseaux lorsqu’aucun stimulus n’est exercé sur eux est de la méme valeur
Ry, et n’évolue pas au cours du temps. Nous considérons donc que la contrainte élastique 7, des
vaisseaux est de la forme : "

0

(V,R) = Kom(R — Ry) (E.10)

ou Vy est la concentration de VEGF pour laquelle la contrainte élastique est la moitié de la
contrainte en absence de VEGF et K est la constante d’élasticité de la paroi microvasculaire en
I’absence de VEGF.

Ainsi, comme le montre la figure E.14, I'intensité de la contrainte des déformations élastiques varie
inversement a la concentration de VEGF dans le milieu pour un rayon donné. De plus, dans un
milieu a concentration de VEGF donnée, la contrainte varie linéairement en fonction du rayon du
vaisseau.

Le stimulus associé est quant a lui de la forme :

Sy = keloglo(Te(V’R) +1) (E.11)

Te
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Fig. E.14: Contrainte des déformations élastiques en fonction du rayon du vaisseau et de la concentration
de VEGF dans le milieu. Vo = 0.25, Ry = 15 um et Ko = 41 x 103> N/m?3

ou k. est une constante et 7, une contrainte de référence choisie de fagon a ce que le vaisseau de
référence soit stable a sa sortie.

E.4.2 Angiogenese
E.4.2.1 (Germination des vaisseaux

Comme dans [75, 104, 118, 138-140], nous supposons dans notre modele que la probabilité de
germination des vaisseaux augmente avec la concentration locale de VEGF. De plus, nous consi-
dérons que la formation d’un germe inhibe toute nouvelle germination sur une longueur [l;,u; de
vaisseau autour du point de germination [100, 115, 247]. Un nouveau germe ne peut non plus se
former sur une longueur lozirem & extrémité d’'un germe en formation car le vaisseau n’est pas
encore assez formé pour permettre sa germination [138].

La production de molécules peut étre induite par les vaisseaux intra-tumoraux pour limiter la
germination dans la tumeur [248]. C’est le cas par exemple de I'EphB4 et de son ligand ephrinB2
principalement exprimés dans les tumeurs cérébrales [26]. Pour cette raison, la germination des
vaisseaux dans la tumeur est inhibée par la présence de la tumeur aprés un temps 524t [100].

E.4.2.2 Croissance vasculaire

Les cellules a 'extrémité des vaisseaux en formation migrent alors en remontant le gradient
de VEGF, noté VV (chimiotaxie), et en prenant appui sur les fibres de la matrice extra-cellulaire
(haptotaxie). Comme dans I'immense majorité des modeles ou Iarchitecture vasculaire est considé-
rée explicitement, la prolifération cellulaire a I’extrémité des vaisseaux en formation est considérée
comme suffisante pour ne pas limiter la migration. Cela résulte en la formation de nouveaux vais-
seaux de rayon rgpo. La migration de ces cellules est déterminée par I’équation proposée par
Anderson et Chaplain (1998) [133], décrite ci-apres :

migration aléatoire chimiotazxie haptotazie
an /—’?
= DV*n —V.(x(V)nVV) = pV.(nV f) (E.12)

5 =
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ou n(z,y,t) est la densité de cellules endothéliales par unité de volume. La migration chimiotac-
tique est caractérisée par la fonction x (V') = x/(1+aV) qui reflete la décroissance de la sensibilité
chimiotactique quand la concentration en VEGF augmente. Les parametres D,,, x et p caracté-
risent respectivement les modes de migration aléatoire, chimiotactique et haptotactique.

Le VEGF V est produit par les cellules tumorales quiescentes tel que décrit par I'équation E.17
dans la section E.5.1. L’évolution des fibres matricielles f est donnée par les équations aux dérivées
partielles suivantes [138] :

of
ot Bnij —ymf, (E.13)
%T: Qi + D,,.V*m — vm, (E.14)

[ est le taux de production de fibres matricielles par un germe n;; (n;; est une variable
booléenne ayant pour valeur 0 ou 1 et qui matérialise I'existence ou ’absence d'un germe sur le
noeud de la grille correspondant). Les cellules endothéliales produisent simultanément une enzyme
qui dégrade la matrice extra-cellulaire m(z,y,t) (métalloprotéase) a un taux «, pour faciliter la
migration a travers le tissu. La matrice est dégradée par ces enzymes a un taux ~. L’enzyme diffuse
dans le tissu avec un coefficient de diffusion D,, et se dégrade au taux v. La distribution initiale de
fibres matricielles dans le tissu avant le début de ’angiogeneése est considérée comme homogene.

Le déplacement des cellules localisées a l'extrémité de chaque vaisseau est obtenue en dis-
crétisant ’équation E.12 dans toutes les directions de l'espace autorisées pour la migration. Les
directions autorisées varient selon les modeles successifs utilisés dans cette these. Soit Az = Ay
la taille d’un c6té d’un élément et At un pas de temps. La discrétisation se fait suivant un repeére
orthonormé transverse avec Az pour pas spatial et At pour pas temporel dans le modeéele 1. Par
la suite, dans le modeéle 2, deux repéres orthonormés sont utilisés, I'un transverse avec Ax pour
pas spatial et At pour pas temporel, et Pautre diagonal avec v/2Az pour pas spatial et At pour
pas temporel. On obtient alors :

q+1 q q q q q
nij = NPy nig  Prdng g Pyt Ps4ng; Py

i (E.15)
q q q q .
1151 P iy Be iy Pr iy B

ou 7 et j sont les coordonnées de la position qui spécifient la position d’une cellule endothéliale sur
la grille de simulation, i.e z = 1Ax et y = jAy. La discrétisation temporelle est représentée par
t = qAt. La migration de la cellule endothéliale a I'extrémité du vaisseau en formation positionnée
en (i, 7) est donc déterminée par les coefficients Py qui se rapportent aux probabilités que la cellule
reste stationnaire (F), ou qu’elle bouge de facon transverse vers la gauche (P;), la droite (P), le
haut (Ps), ou le bas (P;) ou de fagon diagonale en haut a gauche (Ps), en bas a droite (Fg), en
bas a gauche (P;) ou en haut a droite (FPg) dans la grille de discrétisation (figure E.15). Ces coef-
ficients incorporent donc les effets des mouvements aléatoires, chimiotactiques, et haptotactiques.
Le coefficient F, représente la probabilité que la cellule ne se déplace pas.
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Fig. E.15:
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Les différentes directions de migration. Il s’agit de 4 directions transverses (P1, P2, P3, P4) et
4 directions diagonales (P5, P6, P7, P8)
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Un germe d’extrémité (7, j) occupe un des segments aboutissant a cette extrémité, et le germe
ne peut donc pas se déplacer selon cette direction. Des directions sont également interdites en
frontiere du domaine pour éviter que les nouveaux vaisseaux ne sortent du domaine. Dans le mo-
dele 1, lorsque le segment emprunté est déja occupé par un vaisseau, le germe forme un nceud
par anastomose avec ce vaisseau, alors que dans le modeéle 2, les directions déja occupées sont
interdites et un nceud se forme par anastomose si 2 segments sont déja occupés a cette extrémité.
De plus, dans les deux modeles, deux extrémités de vaisseaux en formation qui se rencontrent
fusionnent pour ne former qu’un seul germe.

Dans le modele 2, des directions sont également proscrites pour empécher la formation de
nceuds de 4 branches (figure E.16a). Cela implique que les vaisseaux occupant des segments dia-
gonaux ne peuvent pas se croiser (figure E.16b). Dans le modéle 1, les probabilités associées aux
directions interdites sont mises a 0 et les autres probabilités sont ensuite calculées proportionnel-
lement aux coefficients P,. Le modeéle 2 suit une hypothese plus réaliste. En effet, I'interdiction
d’une direction n’affecte pas les probabilités de déplacement dans les autres directions, et seule la
probabilité que I'extrémité du germe reste a la méme place est accrue.

glément

waisseal

a. b.

Fig. E.16: Différentes dispositions interdites de vaisseaux a. Noeud sur lequel 4 branches se joignent b.
Segments diagonaux qui se croisent dans un élément

E.5 Les phénomeénes diffusifs

E.5.1 Diffusion du VEGF par les cellules quiescentes

Les cellules tumorales émettent un facteur de croissance, le VEGF, auquel les cellules endothé-
liales qui forment les vaisseaux sanguins sont sensibles. Ainsi, sous 'effet de ce facteur, les cellules
endothéliales, jusque la quiescentes, perdent leur cohésion pour migrer et proliférer. Cela induit
la dilatation des vaisseaux (dans un premier temps) et leur germination, c’est a dire 'angiogenése
(dans un second temps).

Dans notre modele, la concentration en VEGF est décrite par la variable V' (z,y,t) a la position
(x,y) et au temps t. Les cellules tumorales rendues quiescentes par le manque d’oxygene émettent
ce facteur de croissance & un taux Vi, constant, comme chez Bauer et col. (2007) et Lignet et col.
[90, 117] (section B.2.1). Cette molécule diffuse dans le tissu sain et tumoral et se dégrade au cours
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du temps a un taux Ay et est captée par les cellules endothéliales. Les phénomeénes de rétention de
molécules dans la tumeur sont donc négligés comme dans la plupart des modeles (section B.2.1).
Ainsi, ’équation d’évolution spatio-temporelle du VEGF est classiquement décrite par :

oV 9
ou Dy est le coefficient de diffusion du VEGF. S, ,(V') est la production du VEGF par les cellules
quiescentes. Soit () 'ensemble des cellules tumorales quiescentes, alors :

Suy(V) = { X;”(;ly(f ’éDQG @ (E.18)

B, (V) résulte de la consommation du VEGF par les cellules endothéliales. Ainsi,

Bey(V)=v[ > L)+ E(@,y)|min(V, Vi) (E.19)

veVois(z,y)

avec v le taux de consommation du VEGF par les cellules endothéliales par unité de longueur
de vaisseaux, V.. est la concentration maximum de VEGF qui peut étre fixée par les cellules
et qui correspond a la saturation de tous les récepteurs et F(z,y) le champ de vaisseaux pré-
existants. Soit (z,y) appartenant a un élément du modele, Vois(z,y) est 'ensemble des segments
de vaisseaux qui lui sont associés (figure E.17). L(v) est la longueur du segment de vaisseau v
associé au voisinage de (x,y). Lorsqu'un segment borde un élément (segment transverse), L(v) a
pour valeur la moitié de sa longueur car il est pris en compte dans 2 éléments.

élément considéré

portion de vaisseau au
voisinage de I'élément

portion de vaisseau en dehors
du voisinage de I'élément

Fig. E.17: Les segments de vaisseaux au voisinage d’un élément. Les segments de vaisseaux sur les cotés
de I’élément font a moitié partie du voisinage, et les vaisseaux diagonaux sont dans le voisinage.

E.5.2 Diffusion de I'oxygéne
E.5.2.1 Le transport de I'oxygene dans les vaisseaux

La distribution de 'oxygene dans la tumeur impacte fortement les cellules tumorales en affectant
les états cellulaires (prolifératif, quiescent, nécrotique). Les molécules d’oxygene sont transportées
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dans les vaisseaux par les globules rouges dont la taille de 7 pum est voisine du diametre des plus
petits vaisseaux. Ces cellules circulent dans les vaisseaux perfusés grace au flux sanguin. Cepen-
dant, un trop faible rayon vasculaire peut bloquer la circulation des globules rouges. De plus, la
répartition des cellules sanguines entre les branches de sorties aux noeuds du réseau peut varier
suivant le rayon des vaisseaux, ou leur angle de jonction au noeud.

Nous distinguons deux types de vaisseaux dans notre modele. Les vaisseaux perfusés transpor-
tant de 'oxygene et les vaisseaux non perfusés. Un vaisseau est dit perfusé si le flux sanguin peut
Iemprunter pour s’écouler d’une entrée a une sortie du réseau sans passer deux fois par le méme
neeud. Dans les vaisseaux non perfusés, le flux sanguin est nul. L’oxygene ne s’y renouvelle donc
pas et 'oxygene éventuellement présent dans ces vaisseaux a un instant donné diffuse rapidement
dans le tissu. Nous considérons donc que ces vaisseaux ne diffusent pas d’oxygene dans le milieu.
Les vaisseaux perfusés sont détectés grace a 'algorithme présenté en annexe B.

E.5.2.2 Le transport de l'oxygene des vaisseaux jusqu’au tissu

Les molécules d’oxygene diffusent a travers les parois des vaisseaux perfusés jusque dans le tissu
ou elles sont consommées par les cellules du tissu. Le profil spatial de la concentration en oxygene
est donné par ’équation aux dérivées partielles suivante :

oC ~
E — DOQV2C + Cemitx,y - Cconsw,y <E20)

ou C' est la concentration en oxygene dans le tissu, Cepiz, ,, et le taux d’oxygene passant a

travers les parois des vaisseaux et CN’C(msz,y est le taux d’oxygene consommé par les cellules du tissu.

C’emitm’y dépend de la différence du niveau d’oxygene entre lintérieur C, (fixé comme une
constante), et 'extérieur C(e) du vaisseau [98]. Il dépend également de la perméabilité des parois
des vaisseaux ,. Pour chaque élément e de la grille de simulation, la contribution des n vaisseaux
sanguins v adjacents a e est ajoutée en quantité relative a leur longueur. C’emitw,y est donc évalué
par :

Comitey =W > L(v)+ E(z,9)](C, - C) (E.21)
veVois(z,y)

L(v) est la longueur du segment vasculaire v, définie comme dans la section E.5.1 et E(z,y) la
valeur du champ de microvaisseaux en (z,y). Le voisinage Vois(z,y) du point (z,y) est également
défini comme dans la section E.5.1 (figure E.17). Bien que 'oxygene présent dans les vaisseaux
tende a décroitre au fur et & mesure qu’il est distribué a travers le réseau vasculaire [121], nous
considérons ici que ce phénomene est négligeable. Il est donc supposé que la quantité totale d’oxy-
gene transportée par les vaisseaux n’est pas altérée. Le taux de consommation de 'oxygene par les
cellules du tissu dépend linéairement de l'oxygene C' comme dans [98, 115] :

knC  si (z,y) est occupé par une cellule normale
~ kpC  si (x,y) est occupé par une cellule proliférative
Cconsz y . , . (E22)
: koC  si (x,y) est occupé par une cellule quiescente
0 si (x,y) est occupé par une cellule nécrotique ou apoptotique

avec kp < kn < kg.
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E.6 Modélisation de la thérapie

Pendant la durée de la thérapie, des molécules thérapeutiques sont injectées a une certaine
concentration dans un vaisseau entrant. Ces molécules s’écoulent dans les vaisseaux a la vitesse du
flux sanguin. Lorsque qu’il y a deux branches sortantes a un nceud du réseau vasculaire, chacune
des molécules emprunte I'une ou 'autre des branches avec une probabilité proportionnelle au flux.

E.6.1 Cytotoxiques

Les molécules cytotoxiques diffusent des vaisseaux dans le tissu selon un modele tres similaire
a celui de 'oxygene. Ainsi, soit T la concentration de molécules thérapeutiques dans le tissu :

oT -
- = DrVPT + Tomir,, — AT (E.23)
ou Temitl’y et le taux de molécules passant a travers les parois des vaisseaux et Ar est le taux de

molécules dégradées dans le tissu au cours du temps.

Temitr’y dépend de la différence de concentration de molécules thérapeutiques entre le sang
(concentration T),) et le tissu extérieur, ainsi que de la perméabilité v; des parois des vaisseaux.
Comme les molécules thérapeutiques sont grosses, nous considérons que seuls les néovaisseaux y
sont perméables. Les vaisseaux principaux du modele ainsi que les vaisseaux du réseau vasculaire
implicite ne laissent donc pas passer ces molécules. Pour chaque élément e de la grille de simulation,
la contribution des n vaisseaux sanguins perfusés v adjacents a e est ajoutée en quantité relative
a leur longueur. Temitz,y est donc évalué par :

Tomity =%( Y. L)(T,—T) (E.24)

veVois(x,y)

ou L(v) est la longueur du segment vasculaire. v et le voisinage Vois(z,y) du point (z,y) est défini
comme dans E.5.1 (figure E.17).

Les molécules thérapeutiques affectent les cellules tumorales de fagon 1étale si et seulement si la
concentration de molécules dans le tissu est au dessus d’une concentration Cj. La sensibilité a une
molécule cytotoxique est donc la méme pour toutes les cellules tumorales dans une phase donnée.
Comme la concentration de molécules cytotoxiques est hétérogene dans le milieu, la proportion
de cellules dans la phase spécifique qui regoivent une dose de molécules cytotoxiques les menant a
mourir par apoptose varie suivant la dose injectée. Deux types de molécules cytotoxiques ont été
testés. L'un altere la réplication de ’ADN dans les cellules en phase de réplication S. Comme chez
Altinok et al (2007) [249], les anomalies dans la réplication chromosomiques sont alors détectées
en phase G, ou elles meurent par apoptose. En effet, les 1ésions entrainées par une dose létale
de molécules sont considérées comme trop graves pour qu’une réparation de ’ADN soit possible.
L’autre type de molécule cytotoxique vise les cellules en phase de mitose M. Les cellules atteintes
meurent alors par apoptose et ne se divisent pas.

E.6.2 VDAs

Les molécules destructrices du réseau vasculaire ne peuvent détruire que les vaisseaux les plus
fragiles du réseau vasculaire. Deux types de VDAs sont donc testés dans le modele. L'un cible
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uniquement les néovaisseaux, alors que 'autre cible un panel plus large de vaisseaux composés des
néovaisseaux et des vaisseaux parents mais excluant le vaisseau de référence. En effet, ce vaisseau
supporte par définition I’essentiel du flux sanguin, et nous considérons donc qu’il est plus robuste.
La probabilité pgesir.vpa de dégradation d’un segment vasculaire au cours d’un pas de temps 7 =1 s
varie linéairement en fonction de la concentration. Elle est donc de :

Cvpa T

(E.25)

Pdestr. VDA =
CVO tdestr.VDA

Cy étant une concentration de référence et tgesirvpa le temps de dégradation d’un segment. Les
vaisseaux ne peuvent étre dégradés en dessous d’une concentration Cypa.min.

De plus, comme les molécules anti-vasculaires ne diffusent pas a I'extérieur des vaisseaux, nous
considérons que la concentration de molécules dans ces vaisseaux n’évolue pas suite a leur non-
perfusion et qu’un vaisseau non-perfusé se dégrade suivant les mémes conditions qu'un vaisseau
perfusé.

E.7 Conclusion

Notre modele présente de fagon complete la croissance tumorale, I’évolution de sa vasculari-
sation, et les différentes interactions entre le réseau vasculaire et la tumeur. L’effet de thérapie
est également pris en compte. La croissance tumorale est modélisée par un automate cellulaire qui
permet de différencier I’état de chaque cellule en fonction de son histoire (cycle cellulaire), et de son
environnement (espace disponible pour proliférer, présence d’oxygene). La modélisation du déve-
loppement vasculaire tient compte de la dégradation de vaisseaux dans la tumeur, de I’adaptation
de leurs diametres en fonction des contraintes hémodynamiques, et de 'angiogenése. L’ensemble
des processus diffusifs (diffusion de 'oxygene, des facteurs de croissance vasculaire et des molé-
cules cytotoxiques) sont décrits par des équations aux dérivées partielles, couplées a des automates
cellulaires qui permettent de localiser a chaque instant pour chaque équation les termes sources
(production) et les termes puits (consommation) pour chaque entité diffusive. Le flux sanguin
dans les vaisseaux est également modélisé, ce qui permet de représenter 1’écoulement des molécules
thérapeutiques dans les vaisseaux sanguins. Le schéma figure E.18 présente le modele de facon
complete et synthétique.
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F. RESEAU SUB-MICROVASCULAIRE
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F.1 Influence du réseau vasculaire sur la croissance tumorale

Le réseau vasculaire de la souris est composé de vaisseaux principaux ainsi que d’un réseau
des vaisseaux fins et de diametre inférieur a 8 um, visible qu’a fort grossissement par microscopie.
Les vaisseaux sont organisés en un maillage régulier avec un espacement intervaisseaux d’environ
100 pum (figure E.4 chapitre E section E.2.2). Nous appelons ici ce réseau invisible a 1’ceil nu qui
correspond au réseau de capillaires le réseau sub-microvasculaire (RSMV).

L’oxygene d’un vaisseau sanguin ne diffuse dans le tissu que sur une distance limitée (de 20 a
100 pm) car 'oxygene est rapidement consommé par les cellules du tissu [121]. De plus, les plus
gros vaisseaux ont une perméabilité plus faible que les capillaires lorsque leur structure n’est pas
altérée par le VEGF sécrété par la tumeur, car la présence de péricytes et de cellules musculaires
lisses sur la paroi réduit la perméabilité du vaisseau [6, 10]. En conséquence, c’est le RSMV qui
assure I'oxygénation physiologique du tissu.

Dans la littérature de ces dernieres années, différents modeles ont été proposés pour prendre
plus ou moins explicitement en compte le RSMV. Ainsi, dans certains modeles, ce réseau sub-
microvasculaire n’est pas pris en compte [95, 96]. Il est alors généralement considéré que le tissu ne
consomme pas d’oxygene, ce qui permet de reproduire un gradient d’oxygene de la périphérie au
coeur de la tumeur. Ces modeles ne représentent alors pas la réalité de la consommation d’oxygene,
en particulier dans le tissu sain. Dans d’autres modeles, le RSMV est considéré implicitement par
un champ de vaisseaux [75]. Celui-ci n’est pas présent a U'intérieur de la tumeur car il est dégradé
par des enzymes qui attaquent la matrice extra-cellulaire. Enfin, d’autres modeles integrent ex-
plicitement le RSMV grace a une grille réguliere formée par des vaisseaux de méme rayon. Ces
modeles peuvent intégrer le RSMV comme une grille réguliére carrée [18, 110, 146], ou encore
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hexagonale [66, 99, 100], ce qui permet de mieux considérer I'action de ce réseau, et en particulier
son angiogenese.

Nous nous sommes donc nous-mémes interrogés sur la meilleure fagon de représenter ce RSMV
pour pouvoir rendre compte des évolutions vasculaire et tumorale telles que nous les observons
sous la fenétre dorsale. Pour cela, nous avons effectué des simulations en considérant ou non ce
réseau de petits vaisseaux. Dans les simulations ou le RSMV n’est pas pris en compte, 'oxygene
disponible dans le tissu pour assurer la survie des cellules tumorales est faible. On remédie a cela
en fixant un seuil tres bas de résistance a ’hypoxie sévere conduisant a la nécrose (o, = 0). Lorsque
le RSMV est intégré, il est représenté par une grille réguliere carrée de maille 100 pm et constituée
de vaisseaux de diametre 8 um. Cette prise en compte permet de fixer des seuils de résistance a
I’hypoxie plus réalistes.

Ce chapitre présente les différents résultats de ces simulations, qui ont fait I'objet d’un article
dans le journal Microvascular Research. La croissance tumorale est donc modélisée comme décrit
dans cet article. Les parametres de division cellulaire et le modele d’angiogenése utilisés dans le
chapitre E(modele 1 des sections E.3.3 et E.4.2.2 respectivement). L’adaptation vasculaire n’est pas
prise en compte dans ces simulations. Les parametres du modele sont présentés dans le tableau F.1.

Notons également que dans le modele qui a servi pour ces simulations, la perméabilité des
vaisseaux est la méme quelque soit leur rayon.

F.1.1 Sans réseau sub-microvasculaire

La figure F.1 présente la simulation de la croissance tumorale quand seuls les vaisseaux prin-
cipaux, extraits des images expérimentales, sont considérés. Le RSMV qui assure 'oxygénation
physiologique du tissu n’est donc pas pris en compte. En conséquence, le tissu qui n’est pas a
proximité immédiate d’un vaisseau parent n’est pas oxygéné. Par conséquence, le seuil d’oxygene
nécessaire a la survie des cellules tumorales a I’état quiescent est mis a 0 (o, = 0), ce qui signifie
que les cellules ne peuvent pas mourir d’'un manque sévere d’oxygene.

Dans cette simulation, I’angiogenese et les différents états des cellules tumorales (figure F.1,
ligne 1), le niveau d’oxygene (figure F.1, ligne 2), la densité en fibres matricielles (figure F.1, ligne
3) et la concentration en VEGF (figure F.1, ligne 4) sont suivis pendant 70 jours.

Apres 10 jours, nous observons que la tumeur est déja vascularisée grace a I'angiogenese. Di
a I'absence du RSMV, le tissu de départ est pauvrement oxygéné. En conséquence, les cellules
tumorales, initialement prolifératives, deviennent rapidement quiescentes et liberent du VEGEF.
Les vaisseaux principaux localisés le plus preés de la tumeur sont les plus rapidement touchés par
le VEGF et commencent a germer et a dégrader les fibres de la matrice extra-cellulaire dans le
processsus migratoire pour rapidement atteindre la tumeur.

Apres 30 jours, un corps nécrotique est visible, entouré par des cellules quiescentes et proliféra-
tives qui consomment de I'oxygene. Quelques vaisseaux perfusant la masse tumorale se dégradent,
mais certains ont une tension de cisaillement assez élevée pour rester stable. Cela mene a ’appari-
tion d’amas nécrotiques isolés et d'une distribution hétérogene d’oxygene dans la masse tumorale
visible au bout de 70 jours.
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Fig. F.1: Résultat de simulations du développement tumoral dans la chambre dorsale sans le RSMV.
L’évolution tumorale est suivie sur 70 jours. De haut en bas : le réseau vasculaire et la tumeur,

le niveau d’oxygene, la dégradation des fibres matricielles, la concentration en VEGF, le réseau
vasculaire correspondant (image de la derniére ligne)

F.1.2  Avec réseau sub-microvasculaire régulier

Le RSMV est maintenant introduit dans la simulation comme une grille réguliere de maille
100 pum et de diametre vasculaire 8 um qui permet l'oxygénation uniforme du tissu. En consé-
quence, le seuil d’oxygene en dessous duquel ’hypoxie sévere cause la nécrose des cellules peut étre
ramené a une valeur plus réaliste. Le choix de ce parametre est alors «, = a,/10. Tout comme sur
les autres vaisseaux, des néovaisseaux peuvent se former sur les vaisseaux constituant le RSMV. De
plus, ces vaisseaux peuvent étre dégradés dans la tumeur si la tension de cisaillement qui s’exerce
sur eux est assez faible.
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Comme précédemment, I'angiogenese et 1'état des cellules tumorales (figure F.2, ligne 1), le
niveau d’oxygene (figure F.2, ligne 2), la densité en fibres matricielles (figure F.2, ligne 3), et la
concentration en VEGF (figure F.2, ligne 4) sont suivis pendant 70 jours.

t=0 jour t=10 jours t=30 jours t=70 jours

T I

états cellulaires
1 T tumoraux

prolifératif
I quisscent
H : ] B pontotique
- nécrotique
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- 100
=100m

FH
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HHAH
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d'oxygéne
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(normalisé)

Dégradation
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<20%
<10%
< 5%
B <25%
oo
[

concentration du
VEGF (normalisé)

Fig. F.2: Résultat de simulations du développement tumoral dans la chambre dorsale avec le RSMV.
L’évolution tumorale est suivie sur 70 jours. De haut en bas : le réseau vasculaire et la tumeur,
le niveau d’oxygene, la dégradation des fibres matricielles, la concentration en VEGF, le réseau
vasculaire correspondant (image de la derniére ligne). Deux petites zones sont définies pour
suivre ’évolution de la densité vasculaire. De gauche a droite : zonel et zone2.

La présence du RSMV permet au tissu d’étre oxygéné de fagon homogene. En conséquence, les
cellules tumorales prolifératives introduites ne deviennent pas immédiatement quiescentes comme



F.2. Comparaison des deux cas 85

dans le cas précédent, mais peuvent se dupliquer. Néanmoins, la petite masse tumorale provoque
la dégradation rapide du RSMV de la tumeur, dont la tension de cisaillement est faible, au fur
et a mesure que croit la tumeur. Les premieres cellules quiescentes apparaissent et produisent
le signal de VEGF qui induit ’angiogenese. Les nouveaux vaisseaux germent d’abord a partir
du réseau sub-microvasculaire. Un anneau angiogénique s’étend au cours du temps en fonction
de la croissance tumorale et maintient ainsi un fort champ d’oxygene autour de la tumeur. Un
faible anneau prolifératif a la périphérie de la tumeur suffit pour assurer la croissance tumorale.
Les cellules quiescentes forment un second anneau plus large localisé sous I’anneau prolifératif et
assure la diffusion du VEGF. Un coeur nécrotique large est visible au centre de la tumeur apres 30
jours. Ce coeur nécrotique représente la plus grande partie de la masse tumorale apres 70 jours. La
dégradation des fibre matricielles est due a la migration des cellules endothéliales pour former de
nouveaux vaisseaux. La carte de cette dégradation donne une indication sur la vitesse du processus
angiogénique car une plus forte dégradation correspond a une invasion lente des cellules qui ont
plus de temps pour dégrader la matrice.

F.2 Comparaison des deux cas

Etudions maintenant ces différences de fagon plus quantitative avec les comparaisons de la vi-
tesse de croissance tumorale, de I’évolution des états cellulaires, et de I’évolution de la concentration

en VEGF.
F.2.1 Vitesse de croissance tumorale

Les figures F.3a et b comparent respectivement 1’évolution au cours du temps des quantités de
cellules tumorales et du rayon tumoral avec et sans la prise en compte du RSMV.
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Fig. F.3: Evolution de la quantité de cellules tumorales (a) et du rayon tumoral (b) au cours du temps

La croissance tumorale est quadratique (figure F.3a). Elle est plus rapide quand le RSMV est
considéré avec 40% de cellules en plus aprés 70 jours. Les vitesses de croissance mesurées pour
I'expansion du rayon tumoral sont de 12 pm/jour pour le cas sans RSMV et 14 um/jour pour le
cas avec RSMV. La croissance la plus rapide est directement due a la présence d’oxygene délivrée
par le RSMV qui maintient une prolifération soutenue.
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F.2.2 Evolution des états tumoraux

La figure F.4 compare I’évolution au cours du temps de la quantité de cellules tumorales dans
chaque état avec (figure F.4b) et sans RSMV (figure F.4a).

Sans RSMV Avec RSMV

T T T T T T T
cellules prolifératives cellules prolifératives
2000 cellules quiescentes i
m—— cellules necrotiques

2000 b cellules guiescentes
m—— cc|lules necrotigues

1500 1 1500 F

1000 B

| /

] 10 20 30 40 &0 B0 70 0 0 20 0 0 ] B0 70
Temps (jours) b Temps (jours)

1000 -

500 1

Quantité de cellules tumorales
Quantité de cellules tumorales

Fig. F.4: Evolution de la quantité de cellules au cours du temps pour chaque état de cellules tumorales
sans (a) et avec (b) RSMV

Dans le cas sans RSMV (figure F.4a), la population des cellules prolifératives domine par rap-
port aux autres types cellulaires. Apres 70 jours, il y a trois fois plus de cellules prolifératives
que de cellules quiescentes ou nécrotiques. La quantité de cellules prolifératives augmente propor-
tionnellement a la surface (de fagon quadratique) contrairement aux autres types de cellules qui
augmente proportionnellement au rayon (linéairement).

Dans le cas avec RSMV (figure F.4b), 'apparition de cellules quiescentes ou nécrotiques est
retardée car il faut environ une semaine pour que le RSMV se dégrade et n’apporte plus en consé-
quence de 'oxygene aux cellules et une autre semaine pour que les cellules quiescentes meurent par
nécrose a cause d'une hypoxie sévere ou prolongée. Les cellules nécrotiques deviennent rapidement
majoritaires apres 30 jours. Contrairement au premier cas (sans RSMV), la quantité de cellules
prolifératives évolue linéairement alors que la quantité de cellules nécrotiques évolue quadratique-
ment pour devenir trois fois plus grande que les quantités de cellules prolifératives et quiescentes
apres 30 jours.

F.3 Impact de certains parameétres clés de la croissance tumorale

Les parametres pris pour effectuer ces simulations ne sont pas spécifiques d’un type particulier
de tumeur. Parmi les parametres qui définissent un type de tumeur, il y a la capacité des tumeurs
a résister au manque d’oxygene. Dans cette section, 'impact de ce parametre clé pour I’évolution
tumorale est évalué de fagon a explorer un spectre large de comportements tumoraux qui peuvent
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étre rencontrés. Cela peut étre utile pour adapter le modele a un comportement spécifique par la
suite.

Nous évaluons également un parametre relié au réseau vasculaire, qui est sa capacité de ger-
mination. L’idée est de déterminer si une augmentation de la capacité de germination dans le cas
sans RSMV peut compenser son absence pour la croissance tumorale.

F.3.1 Résistance des cellules a I’hypoxie

Les cellules tumorales ont une capacité de survie pour de faibles niveaux d’oxygene. Lorsque le
niveau d’oxygene est en dessous d'un seuil dit “prolifératif” a,, les cellules prolifératives en phase
(G; deviennent quiescentes. Leur métabolisme et par conséquent leur consommation en oxygene
est alors réduit. Si le niveau en oxygene est encore plus bas, sous le seuil dit de “quiescence” ay,
les cellules quiescentes meurent par hypoxie sévere. Néanmoins, ces seuils varient en fonction du
phénotype tumoral. Les phénotypes les plus agressifs sont caractérisés par une plus forte résistance
a I’hypoxie, ou les cellules peuvent survivre a un niveau d’oxygene tres bas.

Pour tester 'impact de la résistance cellulaire sur la croissance tumorale, nous avons effectué
plusieurs simulations pour différents seuils de prolifération «,. Les différents seuils «,, considérés
sont présentés sur la figure F.5, en utilisant le méme code de couleur pour l'oxygene que dans
les premieres simulations. Le seuil a4 en dessous duquel les cellules meurent par nécrose est de
a,/10 quand le RSMV est considéré, et est nul sinon. La figure F.5a-b montre ’évolution au cours
du temps de la quantité de cellules tumorales vivantes (prolifératives ou quiescentes) avec et sans
le RSMV. Les proportions de chaque état cellulaire dans la population totale sont représentées
séparément figures F.5c-d, e-f et g-h.

Lorsque a, est tres haut (supérieur a 2.5), ¢’est a dire lorsque les cellules tumorales ont besoin
de beaucoup d’oxygene pour rester prolifératives, la population de cellules vivantes peut étre tota-
lement éradiquée (figures F.5a-b). En effet, quelque soit la prise en compte du RSMV, les cellules
prolifératives deviennent immédiatement quiescentes (figures F.5¢-d). Elles peuvent survivre dans
cet état pendant un temps limité de 10 jours avant de mourir par nécrose (figures F.5e-h). En
dix jours, le réseau vasculaire recruté par angiogenese ne peut pas couvrir le besoin en oxygene
de la population quiescente pour lui permettre de retourner a ’état prolifératif et les cellules fi-
nissent par mourir. Nous notons que ce seuil prolifératif est ici délibéremment choisi pour étre au
dessus de la capacité d’apport d’oxygene du réseau vasculaire pour illustrer cette situation extreme.

A Tautre extréme, quand o, est trés bas (a;, = 0.0025), ce qui correspond a des cellules tres
résistantes et capables de proliférer sous de faibles conditions d’oxygeéne, aucune nécrose n’est ob-
servée (figures F.5g-h). En présence du RSMV, les cellules ne deviennent méme jamais quiescentes,
elles restent prolifératives et peuvent seulement mourir par apoptose quand ’espace manque pour
la division cellulaire (figures F.5d).

Pour un seuil prolifératif intermédiaire (o, = 0.25), qui correspond a un niveau d’oxygene
proche de la quantité délivrée par les néovaisseaux, des transitions entre les différents états cellu-
laires ont lieux quelque soit la prise en compte du RSMV.



88 F. Réseau sub-microvasculaire
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Fig. F.5: Evolution des états cellulaires au cours du temps pour différentes valeurs du seuil d’oxygéne ap
en dessous duquel les cellules ne peuvent rester prolifératives : Evolution de la population de
cellules tumorales vivantes (a,b). Proportion de cellules prolifératives (c,d), quiescentes (e,f), et
nécrotiques (g,h) respectivement sans et avec RSMV. L’échelle est normalisée a partir du niveau
maximal d’oxygéne mesuré dans le tissu avant que ’angiogenese ne commence.



F.4. Conclusion 89

F.3.2 Capacité de germination du réseau vasculaire

Les cellules endothéliales qui forment la paroi vasculaire se détachent et migrent pour former
des germes sous 'effet du VEGF. Nous supposons donc dans ce modele que les vaisseaux germent
avec une probabilité qui dépend de la concentration en VEGF. La probabilité de référence pour
la germination se situe entre 0.0025 et 0.025 par jour pour des concentration de VEGF variant de
0.005 & 0.5 un.jour~" (voir tableau F.2). Nous étudions ici 'impact des changements de probabilité
en les augmentant et en les diminuant par un facteur 10.

On s’attend a ce que 'augmentation de la probabilité de germination des vaisseaux entraine
une croissance tumorale plus rapide et une densité vasculaire plus forte. Pour mesurer ces deux
effets, nous définissons (figure F.2) une fenétre d’observation adjacente a la tumeur (au temps
t = 30 jours). La longueur cumulée de vaisseaux mesurée dans cette fenétre au cours du temps
donne I’évolution de la densité vasculaire. Le déplacement de la fenétre d’observation plus loin de
la tumeur, nous permet d’évaluer le temps nécessaire aux néo-vaisseaux pour se développer dans
cette zone. Nous pouvons alors estimer la vitesse de propagation de I’angiogenese.

La figure F.6 compare les cas avec et sans RSMV. Quand le RSMV est présent, ’angiogenese est
retardée. Au contraire, les premiers germes apparaissent dans les premiers jours quand le RSMV
n’est pas pris en compte. Au bout de 30 jours, le réseau n’est pas encore saturé dans la zone 2 dans
les deux cas, méme pour la plus haute probabilité de germination. La vitesse de propagation de
I’angiogenese, que nous espérons plus rapide sans le RSMV, n’est pas significativement différente
entre les deux cas. Lorsqu’il n’y a pas de RSMV, I'angiogenése commence méme a se développer
plus tard que lorsqu’il est présent. Ce développement peut méme commencer apres plus de 10
jours pour la plus petite probabilité de germination (f = 0.1 et f = 1). De plus, en absence de
RSMV, I'angiogenese a lieu plus rapidement si et uniquement si la probabilité de germination est
tres grande (f = 10).

La probabilité de germination est uniquement exprimée quand il y a du VEGF, c’est a dire
quand des cellules tumorales sont quiescentes. Or, il faut plus de temps pour atteindre I’hypoxie
quand le RSMV est présent. Néanmoins, lorsque I’hypoxie commence, le RSMV qui a une plus
grande longueur cumulée de vaisseau a partir desquels les germes peuvent se former, peut croitre
rapidement. En résumé, le signal hypoxique est long a apparaitre, mais la réponse du tissu est
rapide grace au RSMV existant. Dans le cas ou il n'y a pas de RSMV, le signal hypoxique se
déclenche presque immédiatement, mais la réponse du tissu est lente, a cause du temps nécessaire
pour que de nouveaux vaisseaux croissent a partir des vaisseaux existants.

La conséquence de cet effet sur I’évolution de la quantité de cellules vivantes est visible figure
F.7. Quand le RSMV est présent (figure F.7b), la probabilité de germination du réseau vasculaire
n’a pas d’influence sur I’évolution de la quantité de cellules tumorales, alors qu’une plus forte
probabilité de germination méne & une croissance plus rapide des cellules tumorales (figure F.7a).

F.4 Conclusion

Nos résultats montrent que prendre en compte le RSMV dans les simulations meéne a une tu-
meur bien structurée avec un large coeur nécrotique, encerclé par un anneau de cellules quiescentes
et un autre plus large de cellules prolifératives. Cette structure hiérarchique meéne a une croissance
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Fig. F.6: Evolution de la longueur cumulée de vaisseaux au cours du temps pour différentes valeurs de

probabilités de germination du réseau vasculaire modulées par un facteur f. Les différentes
zones d’étude sont définies figure F.2. Cas sans RSMV dans la zonel (a) et la zone2 (b). Cas
avec RSMV dans la zonel (c) et la zone2 (d).

tumorale efficace grace a l'alimentation des cellules périphériques de la tumeur par le RSMV et



F.4. Conclusion 91

Sans RSMV Avec RSMV

600 T GO0 .

0.1 =01

D 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Temps (jours) b Temps (jours)

Quantité de cellules tumorales vivantes
Quantité de cellules tumorales vivantes

Fig. F.7: Evolution au cours du temps de la population de cellules tumorales prolifératives et quiescentes
sans (a) et avec (b) RSMV, en variant la probabilité de germination du réseau vasculaire par un
facteur f.

les néovaisseaux. Dans le cas sans le RSMV, un autre scénario est observé. Le manque d’oxygé-
nation du tissu a I’état initial entraine un retard du développement tumoral. La distribution plus
hétérogene de I'oxygene dans le tissu mene ensuite a un développement tumoral plus anarchique.
La tumeur est alors caractérisée par la présence d’amas nécrotiques isolés plus petits que le grand
coeur nécrotique présent dans le cas précédent. Bien que la tumeur évolue moins rapidement dans
le cas sans le RSMV, I'état prolifératif y est dominant. La tumeur est donc plus active dans ce cas.
Il serait intéressant de pouvoir vérifier expérimentalement ces résultats en comparant le dévelop-
pement tumoral dans deux tissus tres différents d’un point de vue vasculaire. Mais cela n’est pas
réalisable avec le modele de fenétre dorsale puisque seule le tissu cutané est accessible a ’observa-
tion.

Dans une seconde partie, des parametres qui sont connus pour influer fortement sur I’évolution
tumorale ont été testés dans les deux cas. Le premier parametre est la capacité des cellules a résis-
ter a 'hypoxie. Ce parametre est lié au phénotype cellulaire et nous autorise a considérer un plus
large spectre de comportements tumoraux pouvant étre rencontrés. Nous observons qu’une plus
grande résistance a ['hypoxie favorise la croissance tumorale, que 1'on prenne en compte le RSMV
ou non. Nous avons ensuite testé le parametre qui régule la capacité de germination du réseau
vasculaire, en faisant I’hypotheése qu’augmenter cette probabilité lorsque nous ne considérons pas
le RSMV pourrait compenser ’absence de ce réseau. La vitesse de croissance tumorale fut en effet
augmentée. Cependant, I’'altération de cette capacité de germination n’a aucune incidence quand
le RSMV est présent car le réseau vasculaire assure l'oxygénation de la tumeur de facon similaire
quelque que soit sa capacité de germination. Ce parametre n’influe donc pas sur la survie des
cellules périphériques de la tumeur et de la nécrose des cellules au coeur de celle-ci.

Les tissus comme le tissu cutané sont tres consommateurs d’oxygene. En conséquence, le role
du RSMV est essentiel dans son oxygénation physiologique. C’est pourquoi la présence du RSMV
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dans le modele est au moins implicitement requis. Cependant nous remarquons que son intégration
explicite dans le modele lui donne un réle dominant dans l'angiogenese, puisque c’est ce réseau
submicrovasculaire qui deviendra la source principale des nouveaux germes qui atteignent la tu-
meur. Or I'observation montre que ce sont principalement les vaisseaux parents qui sont mis a
contribution dans la néovascularisation de tumeur de type RENCA (ATCC® CRL — 29477M)

sous fenétre dorsale (figure F.8).

PN = it i
\ vaisseau 2 ]'). vaisseau 2 — vaisseau 3° (., Vaisseay 2

Fig. F.8: Exemple de tumeur vascularisée sous fenétre dorsale ou 'angiogenese des vaisseaux parents est
clairement visible. Trois vaisseaux qui germent sont mis en évidence. a. Juste apres la mise en
place de la fenétre et I'implantation de la tumeur. b. Aprés 15 jours c. Zoom. Images fournies
par Ecrins Therapeutics.

En conclusion, nous avons choisi d’adopter une modélisation implicite du RSMV dans la suite
de nos travaux, de fagon similaire & [75]. Ce réseau est représenté par un scalaire qui représente
la densité du RSMV sur chaque élément. Ce scalaire est appelé champ vasculaire, il est uniforme
a lextérieur de la tumeur, et il décroit au cours du temps dans la tumeur pour traduire la dé-
gradation des microvaisseaux. Seuls les vaisseaux parents peuvent donc contribuer a ’angiogenese.
Cette modélisation implicite de RSMV permet de prendre en compte une croissance initiale avas-
culaire de la tumeur puis de la transition avec la phase angiogénique pour permettre a la tumeur
de continuer de croitre.
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Réseau vasculaire et pression sanguine

Parameétre  Unité Valeur Signification Source
Tsprout pm 6 Rayon des germes [138]
thltCh) h 24 Temps limite pour la germination d’un vaisseau dans la tumeur [100]
Y survie) h 60 Temps de survie moyen d’un segment instable (1)
(coll) Pa 4 Seuil de tension de cisaillement pour ’effondrement des vaisseaux (1)
Linhib wm 50 Inhibition de la germination autour d’un point ot un vaisseau a germé
lextrem um 50 Inhibition de la germination autour de I’extrémité d’un germe
Pg, Pa 10000 Pression au nceud F4 (2)
Pg, Pa 10000 Pression au nceud E2 (3)
Pg, Pa 9000 Pression au nceud E3 (3)
Pg, Pa 8500 Pression au noeud Ey (3)
Py, Pa 4000 Pression au noeud Ej 3)
Pgy Pa 100 Pression au noeud Eg (2)
Eplasma cp 1.2 Viscosité du plasma [138]
Fibre matricielle et enzyme dégradante de la matrice
Parametre  Unité Valeur Signification Source
D, mm?-h~1  10.4x 10=%  Coefficient de diffusion de 'enzyme (4)
B h1 0 Taux de production des fibres par les cellules endothéliales (4)
5 h—1 2.61 x 107%  Taux de dégradation des fibres par les enzymes (4)
am At 130 Taux de production des enzymes par I'extrémité du germe (4)
v h1 1.30 Taux de dégradation spontanée des enzymes (4)
Migration des cellules endothéliales
Parameétre  Unité Valeur Signification Source
D mm?-h~1  88x10~%  Migration aldatoire [138]
@ nu~1 0.6 Parametre intrinseéque & la chimiotaxie [138]
X mm?s~1 1x107° Décroissance de sensibilité chimiotactique [138]
P mm?2s~1 2.9 x 10~ Taux de production des enzymes par extrémité du germe [138]
VEGF
Parametre  Unité Valeur Signification Source
Dy mm? - h~1 0.104 Coefficient de diffusion du VEGF [137]
Av Rt 0.650 Dégradation spontanée du VEGF [117]
v Rt 1 Consommation de VEGF par les cellules endothéliales [117]
Vimaz h—1 0.06 Absorption maximale du VEGF par une portion de vaisseaux [117]
Vemit nau-s ! 0.0145 Taux d’émission du VEGF par une cellule quiescente -
Oxygene
Parameétre  Unité Valeur Signification Source
Do, mm? s 1 241 x 103  Coefficient de diffusion de I'oxygéne [250]
Yp mm~ls™! 6 x 1076 Perméabilité de 'oxygene a travers la paroi vasculaire
kg s~1 1 Taux de consommation d’oxygéne pour les cellules tumorales quiescentes [104]
kp s~1 2kq Taux de consommation d’oxygene pour les cellules prolifératives [104]
kn s—1 1.57kq Taux de consommation d’oxygéne pour les cellules normales (5)
Cellules tumorales
Parameétre  Unité Valeur Signification Source
ap 0.25 Seuil d’oxygene pour la quiescence (6)
Tiimit days 10 Temps apres lequel les cellules quiescentes meurent par nécrose [105]
tapop h 5 Temps pour le nettoyage des cellules apoptotiques par les macrophages [105]
te, h 10 Durée de la phase G1 [251]
teycle h [20 — 23] Durée du cycle cellulaire [42]
Tab. F.1: Tableau des différentes parametres
. Valeurs choisies pour favoriser la dégradation sélective des vaisseaux dans la tumeur

1. WVal hoisi f: iser la dégradati élective d i d 1

2. Chute de pression dans le vaisseau parent (autour de 10000 Pa)

3. Pressions déduites de la localisation des nceuds relativement au vaisseau principal

4. Evaluées de Stephanou et al. (2006) pour obtenir une dégradation de la fibre matricielle plus significative.

5. Fixées de facon a ce que 'oxygeéne diffuse uniquement sur la distance limitée de 100 um

. Correspond au niveau d’oxygeéne dans un voisinage de 50 pum du vaisseau.
6. C d i d’oxygéne d isi de 50 pm du vai
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quantité de VEGF (n.u) probabilité de germination (par 100"™¢ de jour)

]0.005 — 0.1 ] 0.001
10.1-0.25] 0.003
10.25-0.5 ] 0.006

> 0.5 0.01

Tab. F.2: Probabilité de germination des vaisseaux
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G.1 Détermination des parameétres

La croissance d'une tumeur est isotrope dans un environnement homogene et non limité en
oxygene. Cependant, lorsque la croissance tumorale est modélisée par un automate cellulaire dans
une grille, des biais géométriques peuvent apparaitre [97, 98|. Lors de I’élaboration de notre modele
de croissance tumorale, nous nous sommes donc tout d’abord interrogés sur la facon de limiter ces
biais par un choix adapté des parametres déterminant les éléments occupés par les cellules apres
une division cellulaire.

En effet, comme expliqué dans la section E.3 du chapitre E, le choix de I’élément libre de la grille
de simulation qui va étre occupé apres la division d’un cellule en phase mitotique est déterminé par
deux parametres v et § (figure E.9). Lorsqu'un ou plusieurs éléments adjacents a la cellule qui se
divise sont libres, le parametre v détermine la probabilité qu’un élément libre adjacent par un som-
met soit choisi pour accueillir une des cellules filles, plutét qu'un élément libre transverse (figure
E.9a). Lorsqu’au contraire aucun des éléments adjacent a la cellule en phase mitotique n’est libre,
le parametre 9 détermine la probabilité qu'une cellule transverse a la cellule mitotique se déplace
vers un élément libre qui partage un sommet plutdt qu’un cété avec son emplacement initial (figure
E.9b). La cellule qui se déplace laisse alors un élément libre adjacent a la cellule qui se divise pour
une des cellules filles (figure E.10). Ces parametres servent a adapter les regles de division cellulaire
pour que la croissance tumorale soit la plus isotrope dans un environnement uniformément oxygéné.

Ainsi, le parametre v est tout d’abord choisi pour permettre une croissance tumorale isotrope
sans déplacement cellulaire (modele 1 de la section E.3 du chapitre E). A I’état initial, 'avance-
ment dans le cycle de chaque cellule est choisi aléatoirement suivant une loi uniforme. La durée du
cycle cellulaire est quant a elle déterminée suivant le modele 2 de division cellulaire (chapitre E,
section E.3.3). La figure G.1 montre que pour v = 1, ce qui correspond a 1’équibrobabilité d’occu-
pation dans le voisinage de Moore (ensemble des voisins diagonaux et transverses), la tumeur croit
avec une forme carrée. Pour corriger ce biais, il est donc nécessaire que la probabilité de division
dans les directions diagonales soit moindre par rapport aux directions transverses.
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t=10 jours t=20 jours t=30 jours t=40 jours

Fig. G.1: Croissance tumorale sans déplacement cellulaire pour une durée de cycle fixée a 24h avec v = 1.
Les cellules prolifératives sont en rouge et les cellules apoptotiques en jaune. Le cercle noir est
le plus petit cercle qui englobe la tumeur.

La pondération par rapport a la distance entre cellule mere et cellule fille (7 = V2 /2) semble
dans un premier temps naturelle. Cependant, les simulations montrent que cette pondération n’est
pas satisfaisante (figure G.2). Cette pondération ne permet effectivement pas une croissance iso-
trope, mais plutét une croissance carrée similaire a celle observée pour v = 1.

t=10 jours t=20 jours t=30 jours t=40 jours

Fig. G.2: Croissance tumorale sans déplacement cellulaire pour une durée de cycle fixée a 24h avec v =
v/2/2. Les cellules prolifératives sont en rouge et les cellules apoptotiques en jaune. Le cercle
noir est le plus petit cercle qui englobe la tumeur.

En effet, lorsqu'une seule cellule est présente a 1’état initial dans la zone de simulation, 'en-
semble des éléments ayant une probabilité non nulles d’étre occupés au bout d'un certain nombre
de cycles de division forme un carré autour de I’élément initial (figure G.3). En conséquence, un
élément peut avoir une probabilité non nulle d’étre occupé au bout d'un temps fixé alors qu’il est
plus éloigné de la cellule initiale qu'un autre élément plus proche dont la probabilité d’occupation
au bout du méme temps est nulle.

Le coefficient de pondération v pour une croissance isotrope peut dépendre de la durée du cycle
cellulaire. En effet, la proportion moyenne de cellules libres autour d’une cellule mitotique, pour
une méme durée 7,,,, avant I’élimination d'une cellule apoptotique peut différer selon la durée du
cycle. Finalement, une valeur de v de 0.065 a été retenue car elle permet une croissance tumorale
isotrope pour des durées de cycle cellulaire aussi variables que 10, 24, ou 48 heures, et une durée
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. élément occupé al'initial

LII
élément pouvant étre occupé au
bout d'une division cellulaire

élément pouvant étre occupé au
~ bout de 2 divisions cellulaires

élément pouvant étre occupé au
bout de 3 divisions cellulaires

element forcement libre méme
apres 3 divisions cellulaires

Fig. G.3: Eléments pouvant étre occupés au bout d’un certain nombre de division cellulaire & partir
d’une cellule centrale initialement unique. cette figure montre que certains éléments a distance
3v2u > 4u de la cellule centrale ont une probabilité plus grande d’étre occupés au bout de 3
cycles que d’autres distant de 4u (pour lesquelles la probabilité est nulle).

de dégradation d'une cellule apoptotique 7., de 5 heures. La figure G.4 montre cette croissance
isotrope pour une durée de cycle de 24h.

t=10 jours t=20 jours t=30 jours t=40 jours

Fig. G.4: Croissance tumorale sans déplacement cellulaire pour une durée de cycle fixée a 24h avec v =
0.065. Les cellules prolifératives sont en rouge et les cellules apoptotiques en jaune. Le cercle
noir est le plus petit cercle qui englobe la tumeur

Puis, nous avons fixé de méme la valeur de ¢ associée a la probabilité d’occupation d’un élément
dans le cas ou il y a déplacement d'une cellule pour permettre, en libérant de I'espace, la division
cellulaire (modeéle 2 de la section E.3, chapitre E). La figure G.5 montre que pour v = 0.065 et
0 = 0, la croissance tumorale est anisotrope. Pour rétablir I'isotropie, il est nécessaire d’autoriser
les cellules tumorales a se déplacer vers un de ses éléments adjacents par un sommet pour laisser
la place a une des cellules filles, afin de permettre une croissance isotrope de la tumeur. La valeur
retenue pour ¢ est 0.20. La circularité de la tumeur avec cette valeur de parametre a été testée
pour différentes durées du cycle cellulaire.
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t=10 jours t=20 jours t=30 jours t=40 jours

Fig. G.5: Croissance tumorale avec déplacement cellulaire pour une durée de cycle fixée a 24h. Les cellules
rouges sont prolifératives et les jaunes quiescentes. Le cercle noir est le plus petit cercle qui
englobe la tumeur a. v = 0.065, § =0 b. v = 0.065, § = 0.2

G.2 Compétition cellulaire

Dans ce paragraphe, nous mettons en évidence la compétition pour la conquéte de 'espace
disponible qui a lieu entre diverses populations cellulaires ne différant que par la durée de leur
cycle.

Soit deux populations cellulaires de durée de cycle distinctes d; et dy. A 1’état initial, les cel-
lules d'une tumeur de rayon 100 um sont réparties dans 'une ou l'autre des populations de fagon
équiprobable. La figure 3.6 montre 1’évolution spatiale de ces populations pour différentes valeurs
initiales de dy, telles que dy < dy et dy = 24h, dans un environnement homogene non limité en
oxygene. Au stade initial, 'avancement du cycle pour chaque cellule est déterminé suivant une loi
aléatoire uniforme.

Nous remarquons que la tumeur croit d’autant plus vite que la durée de cycle de la population 1

est rapide. De plus, lorsque la durée du cycle cellulaire dans la population 1 est faible (d; = 8, 12,
16, ou 20h), nous observons que les cellules de la population 2 (de durée de cycle 24h) occupent
le coeur de la tumeur et que cette population se stabilise, voire méme disparait, alors que la po-
pulation 1 occupe la périphérie. En effet, comme les cellules de la population 1 proliferent plus
rapidement, elles colonisent plus vite la périphérie de la tumeur et encerclent ainsi les cellules de
la population 2. Lorsque la durée du cycle cellulaire de la population 1 est plus grande (d; = 22h),
certaines cellules de cette population atteignent la périphérie de la tumeur. Cela permet a cette
population de continuer a croitre tout au long du développement tumoral, car les cellules a 1'ex-
tréme périphérie de la tumeur ont toujours assez d’espace pour se diviser et ne meurent donc pas
par apoptose.
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Nous observons également que les cellules tumorales d’'une méme population tendent a étre grou-
pées dans une ou plusieurs zones. Cela s’explique facilement car, d’une part, toutes les cellules sont
issues d’'un nombre restreint de cellules meres, et les cellules d’'une méme lignée sont facilement
regroupées. D’autre part, les cellules regroupées sont plus aptes a faire front face a la compétition,
car les cellules au centre d’un groupe ne risquent pas de laisser la place a des cellules d’une autre
population lorsqu’elles meurent par apoptose. Au contraire, si une cellule isolée meurt par apop-
tose par manque d’espace, la cellule qui la remplacera appartiendra forcément a I'autre population.
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0 jour 8 jours 15 jours 22 jours
[ ]
a.
0 jour 11 jours
[ ]
b.
0 jour 14 jours 29 jours
[ ]
c.
0 jour 19 jours
@
d.
0 jour 20 jours 40 jours
L ]
e.

Fig. G.6: Evolution d’une tumeur composée de 2 populations tumorales de durées de cycle différentes. La
durée de cycle de la population 1 (en rouge) différe selon les simulations, et celle de la population
2 (en bleu) est de 24h. Les cellules apoptotiques sont en jaune. a. d; = 8h b. dy = 12h ¢. dy = 16h
d.d; = 20h e. di = 22h. Les simulations sont arrétées lorsque la tumeur atteint les bornes du
domaine. Les simulations représentées ici ont été choisies pour leur représentativité vis a vis des
caractéristiques émergentes (quantité moyenne de cellules par population, distribution spatiale
des populations) obtenues & partir de 100 simulations.
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La figure G.7a montre 1’évolution de la quantité de cellules dans la population 2 de durée de
cycle 24h au cours de la croissance tumorale. La figure G.7b quant a elle montre I’évolution du
rapport entre les quantités de cellules dans les populations 2 et 1 au cours du temps.

Nous remarquons (figure G.7a) que la population 2 (de durée de cycle 24h) évolue peu lorsque le

2000 12
—— di=22h
#1=20h v
| — =16
7000
d1=12h -

~ = durée de cycle de 22h ou 24h
4 R durée de cycle de 20h ou 24h
N = durée de cycle de 16h ou 24h
durée de cycle de 12h ou 24h

= durée de cycle de 2h ou 24h

000

5000

4000

Effectif de la population 2

Rapport population 2/population 1

Temps (jours) b Temps (jour)

Fig. G.7: a. Evolution du nombre moyen de cellules dans la population 2 (de durée de cycle do = 24h)
pour différentes durées de cycle cellulaire d; pour la population 1 , sur 100 simulations. b.
Evolution du rapport moyen entre les populations, sur 100 simulations. L’intervalle de largeur 2
fois I’écart-type des données autour de la moyenne est également représenté comme indicateur
de dispersion.

cycle cellulaire de la population 1 est rapide (d; = 8, 12 ou 16h) et croit plus fortement lorsque
la population 1 a un cycle plus lent. Nous constatons également qu'une réduction de I’écart entre
les durées de cycles des deux populations augmente la dispersion des données. Cela s’explique en
partie par le fait que 'apoptose d’une cellule a un impact d’autant plus grand sur la population
globale que la chance qu’une population importante de cellules filles en soit issue par divisions
successives est grande. Cependant, la quantité moyenne de cellules n’évolue pas toujours aussi vite
que la dispersion. En particulier, d’apres les intervalles de dispersions représentés, la disparition
de la population 2 est plus probable a 30 jours pour une durée de cycle d; de 16h que de 12h.
Sur la figure G.7b, nous observons 1’évolution de la quantité de cellules de la population 2 par rap-
port a la quantité de cellules dans la population 1. Ce rapport décroit d’autant plus rapidement
que le cycle d; est rapide. Ainsi, alors que ce rapport est négligeable apres 10 a 20 jours lorsque
d1 = 8h , 12h ou 16h, il reste respectivement de 0.1 et de 0.4 lorsque d; = 20h et d; = 22h apres
50 jours.

En conclusion, les populations qui ont des durées de cycle cellulaire faible peuvent survivre
voire se développer de maniere localisée dans la tumeur malgré la compétition avec des cellules
qui ont une durée de cycle plus rapide. Cette survie est plus élevée lorsque 1’écart entre les durées
de cycle des cellules est faible. Ces populations peuvent étre plus résistantes a certaines thérapies
qu’une population plus compétitive dans des conditions sans thérapie. En effet, une thérapie peut
par exemple cibler une phase de cycle de méme durée dans les deux populations, mais dont la fré-
quence dans un laps de temps donné est forcément plus élevée lorsque la prolifération est rapide.
Ainsi, les cellules a prolifération plus lente vont rendre plus difficile ’élimination complete de la
tumeur.
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H.1 Résultats expérimentaux

L’évolution vasculaire observée suite a l'implantation des tumeurs murines de types RENCA
peut différer suivant les expériences. Ainsi, figure H.1la montre un cas expérimental ol le processus
angiogénique ne s’est pas produit suite a 'implantation de la tumeur, et 'adaptation vasculaire
est faible. La germination de vaisseaux est cependant observée dans la plupart des expériences.
L’angiogenese se produit essentiellement a partir des vaisseaux les plus a la surface du tissu. C’est
le cas sur les figures H.1b et H.2. Nous observons que l'adaptation vasculaire est plus forte dans
ces deux expériences que dans celle présentée dans la figure H.la. Enfin, nous remarquons que,
sur la figure H.2, 'angiogenese est issue de vaisseaux a peine visibles dans les premiers jours de
I’'expérience.
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La figure H.3 présente 1’évolution des rayons des vaisseaux dans les expériences présentées sur
les figures H.1 et H.2. Les vaisseaux d’intéréts des images sont sélectionnés comme expliqué dans le
chapitre D, section D.3. Dans 'expérience représentée sur la figure H.1b, les vaisseaux qui ne sont
pas présents sur 'une ou l'autre des images a cause du glissement de la fenétre dorsale ont été ex-
clus de la sélection. Ce glissement est négligeable pour les expériences représentées figure H.1a et c.

Les histogrammes révelent que, quelque soit 'ampleur de I'adaptation vasculaire, celle-ci se
déroule en deux temps. Dans un premier temps, les vaisseaux se dilatent sous l'effet du VEGF et
leurs rayons deviennent plus hétérogenes. Sur les figures H.3b et ¢, nous remarquons également
qu'un plus grand nombre de vaisseaux ont un rayon de 10 a 20 micrometres a 4 jours qu’au début
de l'expérience. Cela est essentiellement dii a la dilatation des vaisseaux les plus fins.

Puis, apreés 7 jours, le réseau vasculaire se contracte a nouveau et les rayons des vaisseaux
deviennent généralement plus fins qu’au début de I'expérience.
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H.2 Modélisation théorique

Dans cette section, le modele complet est simulé de facon a étudier ’évolution tumorale et sa
vascularisation dans des conditions similaires a celles observées sous fenétre dorsale sur la souris.
Ces simulations sont faites avec le modele 2 de croissance tumorale (chapitre E, section E.3), le
modéle 3 de division cellulaire et le modéle 2 d’angiogenese (chapitre E, section E.4.2.2).
L’expérience choisie comme référence est celle représentée sur la figure H.1b. Ce choix a été réalisé
car 'essentiel des vaisseaux de ce cas expérimental peuvent étre représentés sur un plan 2D.

Les vaisseaux principaux sont extraits de I'image du réseau vasculaire sous fenétre dorsale prise
peu de temps apres l'implantation d’'un morceau de tumeur, et sont retranscrits a l’état initial
du modele, comme expliqué dans la section E.2.3 du chapitre E. Les rayons de ces vaisseaux sont
fixés a la valeur qu’ils prennent lorsqu’aucun stimulus n’est exercé sur leurs parois, c’est a dire
a 15 um a 'exception d’'un vaisseau de référence qui est montré figure H.4. Le rayon de ce vais-
seau référent est fixé a 40 pum, ce qui correspond a la mesure réalisée dans le cas expérimental et
son rayon n’évolue pas tout au long de la simulation. On simule alors I'adaptation des vaisseaux
soumis aux contraintes hémodynamiques en fixant les pressions des vaisseaux aux bornes du do-
maine. La simulation est interrompue lorsqu'un état stable est atteint pour I’ensemble du réseau
vasculaire, c’est a dire lorsque les diametres des vaisseaux n’évoluent plus. La stabilité du vaisseau
de référence, qui est le seul comportant une borne entrante, permet de maitriser la quantité de
sang circulant dans I’ensemble des vaisseaux. La pression sanguine est identique a toutes les autres
bornes du modele, car des pressions plus variées ne permettraient pas le controle des flux. En effet,
une ou des bornes de vaisseaux autre que celui de référence pourraient alors étre entrants des I’état
initial, ou le devenir suite a ’adaptation vasculaire. Les rayons des vaisseaux entrants qui peuvent
s’adapter pourraient alors se dilater de fagon incontrolée, et donc provoquer une entrée de sang
massive dans le réseau, ce qui influerait sur le flux des autres vaisseaux, et donc sur leurs rayons.
Les vaisseaux issus de ’angiogenese quant a eux, gardent toujours un rayon de 6 um dans le modele.

Rayon des vaisseaux
=15um
=15pm
Bl 250
| ESEI
Bl 450
I -100.m

Bs By B;

Fig. H.4: Le réseau vasculaire avec les rayons utilisés pour paramétrer le modele, puis apres stabilisation.
Les bornes B; sont numérotées sur la premiere image. La pression sanguine est a 13000 Pa a la
borne Bj, et a 2000 Pa aux autres bornes. Le diametre du vaisseau principal sur cette premiere
image est maintenu constant tout au long de la simulation.

A I’état initial, le tissu est oxygéné par le réseau de microvaisseaux représenté implicitement par
un champ uniforme sur toute la zone de simulation. De plus, les rayons des vaisseaux principaux été
soumis aux contraintes hémodynamiques de facon a rendre le réseau vasculaire fonctionnellement
réaliste. La tumeur quant a elle présente un rayon de 1.5 mm de diametre et sa position correspond
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a celle de la tumeur dans I'image expérimentale. Chacune de ses cellules est a 1’état prolifératif,
avec un état d’avancement dans le cycle déterminé suivant une loi uniforme. La durée du cycle est
fixée aléatoirement suivant une loi normale centrée sur 24h, d’écart-type 0.1h, et tronquée entre
23.5h et 24.5h déterminée comme dans le modele 3 de division cellulaire. Le choix de I'écart-type
permet que plus de 80 % des cellules filles aient une durée de cycle a moins de 8 minutes de leur
cellule mere. Les parametres du modele sont présentés dans les tableaux H.1 et H.2.

H.2.1 Simulation de la croissance tumorale sous fenétre dorsale
H.2.1.1 Suivi sur 30 jours

Les figures H.5 et H.6 montrent la simulation de I’évolution vasculaire et tumorale sous 30
jours. Cette évolution est comparée au cas expérimental d’ou est extrait le réseau initial sur les
15 premiers jours (figure H.5). Cependant, cette comparaison ne peut se poursuivre sur 30 jours
car les expériences de croissance tumorale sous fenétre dorsale sont rarement poursuivies au dela
de 15 a 20 jours avant que la souris ne montrent des signes de souffrance dues a la taille de la
tumeur. Les résultats de simulations au dela de 15 jours sont donc présentés sans comparaison a
I'expérience (figure H.6). L’évolution de la distribution en oxygene, en VEGF, et en fibres de la
matrice extra-cellulaire sont également suivies par la simulation numérique.

A T'état initial (figure H.5), la distribution en oxygene dans la tumeur est plus faible que dans
le tissu sain. Cela est dii a la plus grande consommation en oxygene des cellules tumorales pro-
lifératives par rapport au cellules saines. Les rayons des vaisseaux parents sont assez homogenes,
tout comme c’est le cas au premier jour dans le modele expérimental. Les fibres du tissu ne sont
pas dégradées, et la tumeur n’a pas encore émis de VEGF.

Le champ implicite de vaisseaux se dégrade ensuite lentement sous 'effet de la tumeur et les
cellules tumorales initiales deviennent hypoxiques et entrent en état de quiescence durant lequel
elles produisent du VEGF. Comme la contrainte de déformation élastique s’affaiblit sous 'effet du
VEGF, nous observons en conséquence une adaptation des rayons des vaisseaux parents dans les
premiers jours. Cela donne lieu a une plus grande hétérogénéité des rayons vasculaires. Cependant,
les vaisseaux se contractant et se dilatant ne sont pas les mémes dans la simulation et dans le mo-
dele expérimental. Cela est dii aux fait que les conditions de pressions aux bornes sont différentes
dans les simulations et dans le modeles, ce qui modifie les différents stimuli qui s’exercent sur les
vaisseaux.

La distribution en VEGF n’évolue que lentement dans les jours qui suivent (apres 4 jours sur
les images). Cela entraine une adaptation vasculaire moindre apres les premiers jours, alors qu’elle
est bien présente dans le cas expérimental. Les néovaisseaux quant a eux vascularisent rapidement
la tumeur les 11 premiers jours. Leur présence est observable des 4 jours, alors que dans le cas
expérimental de référence, la vascularisation n’a pas encore commenceé a ce stade. Ces néovaisseaux
n’atteignent pas le centre de la tumeur comme c’est le cas dans I'expérience, car nous reproduisons
I’évolution vasculaire a l'intérieur de la tumeur, alors que des vaisseaux qui se développent au
dessus de la tumeur sont observables sur I'image. Les fibres se dégradent lentement sous 'effet
de I'angiogenese, et les zones de plus forte dégradation correspondent a celles ot I'extrémité des
germes migrent tres lentement, voire restent stationnaires, avant d’étre dégradés ou de fusionner
par anastomose avec un autre vaisseau. Les néovaisseaux permettent ’alimentation de la tumeur
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en oxygene et favorisent donc la croissance tumorale. Cependant, la prolifération cellulaire est
ponctuellement présente dans une moindre mesure sur la périphérie tumorale non vascularisée.

La vascularisation se développe peu apres 11 jours, et, en conséquence, la dégradation des fibres
matricielles évolue également peu apres ce stade. Au contraire, le réseau vasculaire se dégrade sous
leffet de la tumeur aux alentours de 20 jours (figure H.6). Les premieres cellules nécrotiques
apparaissent aux alentours de 11 jours a cause de 'hypoxie sévere due a la dégradation de plus en
plus complete des vaisseaux du champ implicite.
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Fig. H.5: Simulation du développement tumoral sous 15 jours et comparaison avec le cas expérimental
(lere ligne). Les cellules quiescentes émettent ici immédiatement du VEGF. De haut en bas :
tumeur et vaisseaux (2eme ligne), champ vasculaire implicite et vaisseaux (3¢me ligne), fibres
de la matrice extra-cellulaire (4¢éme ligne), oxygene (5eéme ligne) et VEGF (6eme ligne).
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Fig. H.6: Simulation du développement tumoral jusqu’a 30 jours. Les cellules quiescentes émettent ici
immédiatement du VEGF. De haut en bas : tumeur et vaisseaux (1lére ligne), champ vasculaire
implicite et vaisseaux (2éme ligne), fibres de la matrice extra-cellulaire (3éme ligne), oxygene
(4éme ligne), et VEGF (5eme ligne)
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H.2.1.2 Adaptation de I’émission du VEGF

Les cellules peuvent prendre un certain temps pour passer de I’état prolifératif a 1’état quiescent,
ce qui pourrait retarder le remodelage vasculaire. Dans la simulation suivante, un temps de latence
de deux jours a donc été introduit entre leur passage a ’état quiescent dans I'automate cellulaire
et leur émission de VEGF. Les figures H.7 et H.8 montrent 1’évolution vasculaire et tumorale, ainsi
que I’évolution de la distribution d’oxygene, de fibres matricielles, et de VEGF au cours du temps
avec ce temps de latence. L’évolution est également comparée avec le cas expérimental sur les 15
premiers jours (figure H.7).

Au premier jour, le champ implicite de vaisseaux est déja partiellement dégradé. Le niveau
d’oxygene dans le tissu tumoral est cependant par endroit plus élevé que dans les conditions
initiales. Cela s’explique par la présence au bout d’une journée de cellules quiescentes, moins
consommatrices d’oxygene que les cellules prolifératives, et par la mort par apoptose de certaines
des cellules prolifératives. Aucune cellule n’a encore émis de VEGF a ce stade, et aucune adapta-
tion vasculaire, angiogenése ou dégradation de fibres matricielles n’est donc observée.

Au bout de 4 jours, le développement vasculaire a a peine commencé alors que les rayons des
vaisseaux se sont déja adaptés suite a I’émission du VEGF. Cela correspond aux observations ex-
périmentales. La vascularisation de la tumeur se développe par la suite et se poursuit jusqu’a 15
jours, et les fibres matricielles se dégradent en conséquence. La dégradation des néovaisseaux par
la tumeur a surtout lieu apres le vingtieme jour.

La croissance tumorale est quant a elle similaire a celle observée dans la simulation précédente.
Les cellules nécrotiques sont toutefois plus présentes a 30 jours (figure H.8), en particulier dans les
zones colonisées par la tumeur au cours de la simulation. La localisation des cellules nécrotiques
s’explique par la plus forte dégradation du champ implicite de vaisseaux en ces lieux. Cela est dii
au fait que certains éléments au centre de la tumeur n’ont pas été longuement occupés par une cel-
lule tumorale, et ont en conséquence eu une faible probabilité de se dégrader. En effet, les cellules
tumorales présentes a 1’état initial avaient déja entamé leur cycle cellulaire, et certains éléments
laissés libres suite a la mort de cellules par apoptose n’ont pas été recolonisés car I’hypoxie a tres
rapidement réduit la prolifération au centre de la tumeur.
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Fig. H.7: Simulation du développement tumoral sous 15 jours et comparaison avec le cas expérimental
(lere ligne). Les cellules quiescentes émettent du VEGF au bout de 2 jours. De haut en bas :
tumeur et vaisseaux (2éme ligne), champ vasculaire implicite et vaisseaux (3éme ligne), fibres
de la matrice extra-cellulaire (4eéme ligne), oxygene (5¢me ligne), et VEGF (6eme ligne).
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Fig. H.8: Simulation du développement tumoral jusqu’a 30 jours. Les cellules quiescentes émettent du
VEGF au bout de 2 jours. De haut en bas : tumeur et vaisseaux (leére ligne), champ vasculaire
implicite et vaisseaux (2éme ligne), fibres de la matrice extra-cellulaire (3éme ligne), oxygene

(4éme ligne), et VEGF (5eéme ligne).
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H.2.2 Evolution de la population cellulaire

Dans ce paragraphe, nous allons étudier I’évolution de la quantité de cellules dans les dif-
férents états cellulaires et de la durée moyenne du cycle des cellules prolifératives au cours du
temps. Ces évolutions sont extrémement similaires lorsqu’un délai de latence de deux jours entre
le passage des cellules a 1'état quiescent et leur émission de VEGF est pris en compte ou non,
ce qui nous permet de confirmer que la tumeur n’est pas affectée par ce délai. En conséquence,
seules les évolutions obtenues avec un délai de 2 jours dans I’émission du VEGF sont présentées ici.

La figure H.9a montre 1’évolution des quantités de cellules dans les différents états cellulaires
sur un trentaine de jours. Le premier jour, nous pouvons observer une forte augmentation de la
quantité de cellules quiescentes et apoptotiques, et une baisse simultanée de la quantité de cellules
prolifératives. En effet, la dégradation des vaisseaux qui alimentent le tissu a ’état initial provoque
la quiescence des cellules en phase (g, et les cellules en phase de mitose manquent de place pour
se diviser ce qui les fait entrer dans un état apoptotique.

Par la suite, entre 5 et 20 jours, les quantités de cellules prolifératives et de cellules quiescentes
augmentent légerement. La faible variation de la quantité de cellules quiescentes explique la faible
variation de la quantité de VEGF entre 4, 11 et 15 jours sur la figure H.5, et entre 11 et 15 jours sur
la figure H.7. Apres 25 jours, la quantité de cellules prolifératives décroit légerement alors que celle
des cellules quiescentes augmentent plus fortement. La quantité de cellules apoptotiques quant a
elle reste négligeable par rapport a celle des autres cellules. La mort de cellules par nécrose, causée
par une hypoxie sévere, n’apparait qu’entre 10 et 15 jours et cette quantité augmente au cours du
temps.
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Fig. H.9: a. Evolution de la quantité de cellules tumorales au cours du temps dans les différents états.
b. Evolution de la durée moyenne des cycles cellulaires au cours du temps. La durée de cycle
des cellules appartient a 'intervalle compris entre 23.5h et 24.5h. L’intervalle de largeur 2 fois
I’écart-type des données autour de la moyenne est également représenté comme indicateur de
dispersion.

La figure H.9b montre 1’évolution de la durée moyenne de cycle cellulaire des cellules prolifé-
ratives sur une trentaine de jours. Nous remarquons que cette durée oscille entre 23.9 et 24.05h.
La hausse rapide de la durée moyenne du cycle de 23.9h a plus de 23.95h qui a lieu a 25 jours
correspond a une entrée en quiescence massive de cellules. L’explication de ce phénomene se trouve
dans la plus grande résistance a I’hypoxie des cellules a prolifération lente. L’écart type entre les
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durée de cycle cellulaire, qui est a 0.1h en début de simulation, fait plus que doubler en 5 jours.

H.2.3 Evolution du réseau vasculaire
H.2.3.1 Angiogenése

Nous allons maintenant nous attarder sur le développement des néovaisseaux dans les simula-
tions. Pour cela, nous allons étudier 1’évolution de la densité vasculaire dans les simulations sur
une zone présentée figure H.10.

ZDH&

Fig. H.10: Zone des simulations dans laquelle I'angiogeneése est quantifié

La figure H.11 compare I'évolution de la longueur cumulée de néovaisseaux dans cette zone
selon que I’émission de VEGF par les cellules quiescentes est immédiate ou non. Ce parametre
permet d’estimer la densité de néovaisseaux au cours du temps.

Le développement des néovaisseaux commence des le deuxieme jour lorsque ’émission de VEGF
est immédiate, alors qu’elle est retardée a 4 jours dans le cas contraire. Puis, dans les deux cas,
la longueur vasculaire commence par croitre pour atteindre une valeur cumulée de 7 mm, pour
ensuite décroitre. Cette décroissance est cependant retardée a 25 jours si un délai est introduit
pour I’émission de VEGF, alors qu’elle est a lieu au bout de 15 jours dans le cas contraire. Le délai
d’émission permet donc un processus angiogénique initialement plus lent, mais une dégradation
moins rapide des vaisseaux sous 'effet de la tumeur.

H.2.3.2 Adaptation vasculaire

Etudions maintenant évolution des rayons vasculaires des vaisseaux principaux au cours du
temps et comparons les aux résultats expérimentaux. Le diagramme représenté dans la figure H.12
étudie I’évolution des rayons des vaisseaux présents a 1’état initial du modele dans les deux cas de
simulations, et les compare a I’évolution de ces mémes vaisseaux dans le cas expérimental.

Les diagrammes présentés des figures H.12a et b mettent en évidence que les rayons des vais-
seaux deviennent hétérogenes dans les premiers jours de simulation, ce qui correspond aux observa-
tions expérimentales (figure H.12¢). Cette adaptation vasculaire se fait immédiatement au premier
jour de la simulation dans le cas ou ’émission de VEGF' est immédiate, mais est retardée dans le
cas contraire, ce qui correspond mieux aux données expérimentales.
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Fig. H.11: Evolution de la longueur cumulée de vaisseaux dans la zone définie sur la premiére image de
simulation figure H.5 a. avec émission immédiate de VEGF par les cellules quiescentes b. avec
émission de VEGF par les cellules quiescentes au bout de 2 jours.

Dans les jours qui suivent, certains vaisseaux du réseau vasculaire s’affinent dans les simula-
tions tout comme dans I'expérience pour atteindre un rayon inférieur a 20 um. Toutefois, d’autres
vaisseaux se dilatent encore dans les simulations, ce qui n’est pas le cas dans I'expérience, ou les
diametres des vaisseaux rétrécissent lentement apres 4 jours. En effet, les vaisseaux principaux
dans la tumeur se dégradent plus facilement dans 'expérience que dans les simulations et la dé-
gradation de vaisseaux induit la contraction des vaisseaux qu’ils alimentent. De plus, les vaisseaux
principaux présents au bout de 15 jours dans la tumeur sont plus rares dans les simulations que
dans I'expérience a cause de déplacement de vaisseaux qui ne sont pas modélisés ici.
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La figure H.13 présentent les mémes résultats que la figure H.12 mais sous la forme de courbes
représentant la longueur cumulée de vaisseaux en dessous d’un certains rayon R en fonction de
ce rayon R. Cette facon de présenter les résultats n’est pas courante, mais comporte 'avantage
de pouvoir rendre compte de variations plus infimes des rayons vasculaires. En effet, la méthode
des diagrammes ne permet que d’étudier 1’évolution de la longueur cumulée de vaisseaux dans des
plages de rayons assez large (ici 10 pm). Un échantillonnage trop fin provoquerait des biais dans
les diagrammes. Cette technique permet de plus de comparer plus aisément les différentes données.
Ainsi, nous pouvons remarquer facilement que, dans un réseau vasculaire adapté par la simulation,
environ un tiers des vaisseaux présentent un rayon inférieur a 25 pum et que la proportion des
vaisseaux qui continuent a se dilater au cours de la simulation ne correspond qu’a un sixieme du
total. Nous observons également que la longueur cumulée de vaisseaux inférieurs a 50um a 4 jours
est 4 fois plus faible dans 'expérience que dans les simulations, mais que cette méme longueur
quadruple de 4 a 15 jours dans ’expérience alors que’elle reste stable dans les simulations.

—_ .
£ £
Eo E
o o
v - © Pt
W v
= oo i
S g =
= >
s =
2 f 2
¢ 15 | = t=0jour 15 —
g — =1 jour é (:3 ou1jour
@ — =4 jours P =4 Jours
2 ——— =11 jours z t};m“’s
> o — E15jours > g0 ;m:gﬁi
> =
S =30 jours g
$ 3
= =
£ 57 £ &1
3 3
o o
= et
=
o g
S T T T T T ] T T T T T
2. 0 100 150 200 250 00 >, 50 100 150 200 250 00
o . a o . 2
a a Rayon R {micrométres) b 4 Rayon R (micrométres)

N
&

\

&
I

=1 jour
=4 jours

=11 jours
=15 jours

E
|

o
I

o

50 100 150 200 250 200
Rayon R (micrométres)

Longueur cumulée de vaiseaux de rayon < & R (mm)
o

C.

Fig. H.13: Evolution de la longueur cumulée de vaisseaux dans la zone définie sur la premiére image de
simulation figure H.5 a. Avec émission immédiate de VEGEF par les cellules quiescentes b. Avec
émission de VEGF par les cellules quiescentes au bout de 2 jours. c. Cas expérimental

H.2.4 Conclusion

Nos simulations permettent de reproduire I'adaptation des rayons vasculaires sous l'effet du
VEGEF, ainsi que le développement des néovaisseaux. Le tableau H.14 met en évidence que l'in-
troduction d’un délai avant 1’émission du VEGF permet de retarder 1'adaptation vasculaire et
I’angiogenese pour un résultat plus conforme a 'expérience. En effet, grace a ce délai, le réseau
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vasculaire n’évolue pas le premier jour de simulation, et 'angiogenése est retardée a 4 jours, ce qui
correspond aux observations expérimentales.

Début de I’adaptation vasculaire | Début de 'angiogenése
Observations expérimentales > 1" jour et < 4°™€ jour > 4°™€ jour et < 11°€ jours
Simulation sans délai pour ’émission du VEGF 1¢" jour < 4°™¢€ jour
Simulation avec délai de 2 jours pour I’émission du VEGF | > 1¢" jour et < 4°™€ jour au < 4°™€ jours

Fig. H.14: Tableau récapitulatif du remodelage vasculaire dans les simulations et comparaisons avec ’ex-
périence

Cependant, le modele peine a reproduire la recontraction des rayons des vaisseaux qui s’ob-
serve sur l'expérience au bout de quelques jours. La prise en compte du glissement des vaisseaux
principaux vers la tumeur pourrait faciliter leur dégradation, et provoquer ainsi une baisse de I’ali-
mentation d’autres vaisseaux et par conséquent leur contraction. Autoriser ’adaptation des rayons
des néovaisseaux pourrait également permettre d’affaiblir les forces hémodynamiques s’exercant
sur les vaisseaux principaux en faveur de certains néovaisseaux. Le parametre Ry qui représente le
rayon des vaisseaux lorsqu’aucune force n’est exercée sur eux devrait alors étre adapté a la taille
des néovaisseaux.
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Réseau vasculaire et adaptation

Parameétre  Unité Valeur Signification Source
Ronin um 4 Rayon considéré pour les vaisseaux du réseau implicite sect. E.2.3
Rreo um 6 Rayon d’un néovaisseau [138]
Ro um 15 Rayon d’un vaisseau parent lorsqu’aucun stimulus n’est exercé

Roin um 4 Rayon minimal des vaisseaux

Rmaax um 500 Rayon maximal des vaisseaux

tES“me% h 60 Temps de survie moyen d’un segment instable -
t;g”m h 24 Temps limite pour la germination d’un vaisseau dans la tumeur [100]
Linhib um 100 Inhibition de la germination autour d’un point ot un vaisseau a germé

lextrem um 100 Inhibition de la germination autour de ’extrémité d’un germe

(eoll) Pa 0.05 Seuil de tension de cisaillement pour ’effondrement des vaisseaux (1)
Hplasma cp 1.2 Viscosité du plasma [138]
kp 571 1 Coeflicient du stimulus lié & la pression transmurale [148]
km s—1 0.4 Coefficient du stimulus métabolique -

ke 571 5 Coefficient du stimulus de la contrainte élastique (7)
Qref m3/s 5.424 x 10719 Flux de référence pour le stimulus métabolique

Tref dynes/cm? 0.103 Contrainte de référence pour la tension de cisaillement [138]
Ko/7e pm™1 0.0416 Constante d’élasticité de la contrainte élastique / contrainte de réf. (8)
Vo nu 0.125 Concentration de VEGF de référence pour la contrainte élastique (7)

Migration des cellules endothéliales

Parameétre  Unité Valeur Signification Source
D mm? - h~1 8.8 x 102 Migration aléatoire [138]
@ nu~1! 0.6 Parameétre intrinseque a la chimiotaxie [138]
X mm?s~1 1x 1072 Décroissance de sensibilité chimiotactique [138]
P mm?2s~1 2.9 x 10~ Taux de production des enzymes par I'extrémité du germe [138]
Fibre matricielle et enzyme dégradante de la matrice
Parametre  Unité Valeur Signification Source
D, mm? - h~1 10.4 x 1073 Coefficient de diffusion de I’enzyme (4)
B h1 0 Taux de production des fibres par les cellules endothéliales (4)
~ h1 2.61 x 104 Taux de dégradation des fibres par les enzymes (4)
a Rt 130 Taux de production des enzymes par I’extrémité du germe (4)
v h1 1.30 Taux de dégradation spontanée des enzymes (4)
VEGF
Parameétre  Unité Valeur Signification Source
Dy mm? - h~1 0.104 Coefficient de diffusion du VEGF [137]
Av Rt 0.650 Dégradation spontanée du VEGF (117]
v Rt 1 Consommation de VEGF par les cellules endothéliales [117]
Viaz h1 0.06 Absorption maximale du VEGF par une portion de vaisseaux [117]
Vemit nau-s ! 0.0145 Taux d’émission du VEGF par une cellule quiescente -
Oxygene
Parameétre  Unité Valeur Signification Source
Do, mm?2 - s 1 2.41 x 1073 Coefficient de diffusion de I’oxygene [250]
Tp mm~1s1 4.8 X R/Rpmin  Perméabilité de l'oxygene a travers la paroi vasculaire (98]
kg st kN Taux de consommation d’oxygene pour les cellules tumorales quiescentes (5)
kp s~1 2k N Taux de consommation d’oxygéne pour les cellules prolifératives [66]
kN 571 2.4 Taux de consommation d’oxygene pour les cellules normales (5)
Cellules tumorales
Parametre  Unité Valeur Signification Source
op 0.25 Seuil d’oxygeéne pour la quiescence (5)
Tiimit jours > 35 Temps apres lequel les cellules quiescentes meurent par nécrose -
tapop h 5 Temps pour le nettoyage des cellules apoptotiques par les macrophages [105]
Tab. H.1: Tableau des différentes parametres

1. Valeurs choisies pour favoriser la dégradation sélective des vaisseaux dans la tumeur

2. Chute de pression dans le vaisseau parent (autour de 10000 Pa)

3. Pressions déduites de la localisation des noeuds relativement au vaisseau principal

4. Evaluées de Stephanou et al. (2006) pour obtenir une dégradation de la fibre matricielle plus significative.

5. Fixés pour permettre un stade initial de croissance avasculaire sans nécrose, mais limité & 1 et 2 mm de diamétre

6. Fixés pour une consommation moindre des cellules quiescentes que des cellules prolifératives comme dans Macklin (2009) [75]

7. TFixés pour permettre la présence de vaisseaux de rayon 150 pum & 4 jours dans les simulations

8. Fixé pour que le segment de sortie du vaisseau de référence soit stable a 1’état initial
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quantité de VEGF (n.u) Probabilité de germination (par 0.006 jour)

11-5] 0.001
15-9] 0.003
19—13] 0.006

> 13 0.01

Tab. H.2: Probabilité de germination des vaisseaux
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I. EFFETS DE LA THERAPIE
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Dans ce chapitre, différents protocoles thérapeutiques sont testés par la simulation numérique.
Le modele est paramétré comme dans le chapitre H, section H.2.1.2. Les parametres relatifs aux
thérapies sont présentées dans le tableau I.1. Les thérapies sont appliquées sur une tumeur implan-
tée depuis 15 jours sous la fenétre, c’est a dire sur une tumeur déja bien vascularisée (figure I.1).

Etat des cellules
tumorales

proliferatives
cercle circonscrit
quiescentes 312 tumewr
I apoproticues

Il nécroticues

Rayon des vaisseaux
=15pm
>150m
Il -25.m
I -350m
Bl -450m
I -1000m

Fig. I.1: Tumeur vascularisée a 15 jours, qui sert d’état initial pour la thérapie

I.1 Cas des cytotoxiques

Dans cette section, nous allons étudier I'impact des molécules cytotoxiques qui visent une phase
spécifique du cycle cellulaire, en testant différentes posologies, c¢’est a dire en faisant varier :

e Le dosage de chaque injection. Le dosage du cytotoxique administré, c’est a dire la
concentration des molécules, est exprimé en fonction de Cjy, qui correspond a la dose létale
pour les cellules ciblées.
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e La fréquence des injections. Les fréquences testées varient entre 3 et 7 jours. La limite
de 3 jours correspond a la durée minimale autorisée entre deux anesthésies sur la souris (les
injections longues nécessitent une immobilisation totale de I'animal).

e La durée des injections. Différentes durées variant de 1 et 4 heures sont testées.

Deux types de cytotoxiques sont considérés. L'un, tel la fluorouracile ou la doxorubicine, altere la
réplication de I’ADN. Il vise donc les cellules en phase S, qui sont détruites par apoptose au cours
de la phase GG5. L’autre empéche la mitose des cellules en phase M de se produire. Les cellules
atteintes en phase M meurent alors également par apoptose.

L1.1 Variation du dosage

La figure 1.2 représente I’évolution de la quantité de cellules prolifératives (figure 1.2a) et quies-
centes (figure 1.2b), lorsque des molécules cytotoxiques visant les cellules en phase S sont admi-
nistrées tous les 3 jours pendant une durée de 2 heures. Différents dosages de la molécule sont testés.
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Fig. 1.2: Effets de molécules cytotoxiques ciblant les cellules en phase S, administrées en perfusion de
2h tous les 3 jours. Le jour 15 est le jour de la premiere injection de cytotoxiques. Différents
dosages sont testés (Cy représente la dose létale pour les cellules ciblées) a. évolution du nombre
de cellules prolifératives b. évolution du nombre de cellules quiescentes

Nous remarquons que, lorsque le dosage est faible (T, = 5Cy), La quantité de cellules prolifé-
ratives ne décroit que faiblement a chaque administration de molécules cytotoxiques (figure 1.2a).
Cette quantité est méme plus grande qu’en absence de thérapie a 30 jours. En effet, elle baisse en
I’absence de thérapie a cause de la dégradation du réseau vasculaire causée par la perte de tonicité
des vaisseaux dans la tumeur. Cependant, cette thérapie a faible dose a I'avantage de limiter I'aug-
mentation de la quantité de cellules quiescentes (par rapport a leur nombre initial juste avant que
débute la thérapie) & un peu plus de 7% (figure 1.2b). La tumeur devient donc plus proliférative
sous l'effet d’une thérapie dont le dosage est trop faible, mais la conversion a 1’état prolifératif d’un
grand nombre de ses cellules la rend plus sensible a la thérapie qu’en absence de traitement.

Un dosage de thérapie un peu plus élevé (T, = 10C)), permet de stabiliser la quantité de
cellules prolifératives (figure 1.2a). Elle permet aussi de limiter 'augmentation de la quantité de
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cellules quiescentes a un peu plus de 7% entre 15 et 30 jours, alors que cette augmentation est de

70% sans thérapie (figure 1.2b).

Lorsque la dose de thérapie est plus forte (T, = 20C)), la quantité de cellules prolifératives
est divisée par 10, 7 jours apres le début de la thérapie et suite a 3 injections (figure 1.2a). La
quantité de cellules quiescentes subit elle aussi une légere diminution (figure 1.2b). En effet, du fait
de la baisse du nombre de cellules prolifératives, le niveau d’oxygene dans certaines zones du tissu

augmente, ce qui permet a quelques cellules quiescentes de retourner a I’état prolifératif.

C.

Fig. 1.3: Effets de molécules cytotoxiques injectées avec le dosage C' = 10C) tous les 3 jours pour différentes
durées d’injection. Le jour 15 est le jour de la premiere injection de cytotoxiques. Quantité de
cellules prolifératives et quiescentes si la thérapie cible la phase S (respectivement a. et b.) ou la
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I.1.2 Variation de la durée d’injection
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La figure 1.3 présente I’évolution de la quantité de cellules prolifératives et quiescentes lorsque
des molécules cytotoxiques sont administrées tous les 3 jours pendant une durée plus ou moins
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longue. Sur les figures 1.3a et b, les molécules ciblent la phase S (de 8 heures), et sur les figures
I.3c et d, les molécules ciblent la phase M (d'une heure).

Nous remarquons d’une part que, quelque soit la phase ciblée par les cytotoxiques, la théra-
pie est plus efficace lorsque la durée d’injection est longue. Ainsi, une injection de 4 heures d’un
cytotoxique visant la phase S tous les 3 jours permet de diviser par 10 la quantité initiale de
cellules prolifératives au bout de 2 injections (figure 1.3a), et de stabiliser la quantité de cellules
quiescentes (figure 1.3b). Or, une injection d’1 heure 15 de ce cytotoxique permet seulement de
réguler le nombre de cellules prolifératives et de limiter I'augmentation de la quantité de cellules
quiescentes.

Des observations similaires peuvent étre réalisées lorsque le cytotoxique ciblent la phase M
(figure 1.3c et d). Cependant, ces thérapies sont moins efficaces pour une méme concentration de
cytotoxiques administrée. Cela s’explique par le fait que la phase M est plus courte que la phase S.

I.1.3 Variation de la fréquence des injections

La figure 1.4 présente les variations de la quantité de cellules tumorales pour différentes fré-
quences d’injection pour une molécule thérapeutique agissant sur la phase S. Les injections sont
de 4 heures au dosage T,, = 10Cj.
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Nous remarquons que les injections rapprochées évitent la reprise de la croissance tumorale et
rendent donc la thérapie plus efficace. En effet, lorsque les molécules cytotoxiques sont injectées
tous les 3 jours, la quantité de cellules prolifératives est divisée par 10, dix jours apres le début du
traitement(figure I.4a), et la quantité de cellules quiescentes reste stable (figure 1.4b). En revanche,
lorsque les injections se font tous les 7 jours, la quantité de cellules prolifératives atteint a nouveau
son niveau initial entre les injections, et la quantité de cellules quiescentes augmente également,
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quoique pres de 4 fois moins vite qu’en absence de thérapie.

I.1.4 Choix du protocole pour l'injection d’une quantité fixée de molécules

Les simulations des sections I.1.1, 1.1.2 et 1.1.3 nous ont permis de montrer que l'effet des
cytotoxiques sur la tumeur est dépendant respectivement du dosage, de la durée, et de la fréquence
des injections. Nous allons maintenant déterminer si ces différences d’efficacité suivant la posologie
sont dues aux différences de quantités de molécules injectées. Pour cette étude, la quantité de
référence est celle administrée lorsque les injections sont de 2 heures, de dosage 20C), et espacées
de 3 jours, car ce protocole donne un résultat positif pour les cytotoxiques qui agissent sur les
cellules en phase S figure 1.2.

1.1.4.1 Variations dose-fréquence a durée d’injection fixée

La figure 1.5 présente 1’évolution de la quantité de cellules prolifératives (figure I.5a) et quies-
centes (figure 1.5b) pour le protocole thérapeutique de référence et un protocole ou les injections
sont espacées mais plus concentrées.
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Fig. 1.5: Effets d’un cytotoxique en phase S administré pendant 2 heures tous les 3 jours a T;, = 20Cy ou
tous les 6 jours a C' = 40C). Le jour 15 est le jour de la premiere injection de cytotoxiques. a.
Quantité de cellules prolifératives b. Quantité de cellules quiescentes.

Nous remarquons sur la figure I.ba que la quantité de cellules prolifératives apres vingt jours
de traitement est similaire dans les deux cas, mais que les séances rapprochées évitent la re-
prolifération cellulaire entre les thérapies. La quantité de cellules quiescentes est quant a elle
stabilisée quelque soit le protocole (figure 1.5b).

Suivant le type et la localisation d’une tumeur, sa dangerosité peut également dépendre de son
étendue. Nous allons donc maintenant étudier 1’évolution de ’étendue de la tumeur pour les deux
protocoles, en tracant le cercle circonscrit a la tumeur (c’est a dire le cercle de plus petit diametre
permettant de contenir 'intégralité des cellules tumorales).
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La figure 1.6 représente la tumeur et sa vascularisation en absence de thérapie ainsi que lors
de lapplication des deux protocoles. La tumeur est visualisée aux 17", 4ime fieme q(ieme 1 gieme
et 16°™¢ jours apres le début de la thérapie, ce qui correspond aux jours suivant chaque injection
lorsqu’elles sont distantes de 3 jours. Nous remarquons que le diametre du cercle circonscrit a la
tumeur augmente fortement en absence de thérapie, mais reste relativement stable pour les deux
protocoles thérapeutiques représentés.
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La figure 1.7 présente I’évolution des diametres dans les cas présentés sur la figure 1.6. Nous
remarquons que, alors que le diametre de la tumeur évolue d’un peu moins de 40% en 15 jours par
rapport a sa taille initiale en absence de thérapie, cette évolution n’est que d’environ 10% lorsque
I'un ou 'autre des protocoles thérapeutiques est appliqué.
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Fig. I.7: Evolution du diametre du cercle circonscrit & la tumeur (mesuré 1 jour apres chaque injection)
lorsqu’un cytotoxique agissant sur la phase S, est administré pendant 2 heures tous les 3 jours
a C = 20C), ou tous les 6 jours a C' = 40C). Le jour 15 est le jour de la premiére injection de
cytotoxiques.

En conclusion, les tumeurs obtenue a 30 jours pour les deux protocoles thérapeutiques sont
tres similaires. Cependant, le protocole avec des injections de 2 heures au dosage T,, = 20C, tous
les 3 jours présente l'avantage d’éviter la reprise de la prolifération cellulaire entre les injections.
De plus, un dosage de T,, = 20C est potentiellement moins toxique pour l'organisme qu’un dosage
de T, = 40C), ce qui permet de limiter les effets secondaires.

1.1.4.2  Variation dose-durée d’injection a fréquence fixée

La figure 1.8 présente ’évolution de la quantité des cellules prolifératives et quiescentes pour le
protocole thérapeutique de référence et un protocole ot les injections sont plus longues mais moins
concentrée. Les molécules ciblent la phase S.
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Fig. 1.8: Evolution de la quantité de cellules prolifératives et quiescentes lorsqu’une quantité fixée de
cytotoxiques ciblant la phase S (respectivement a et b) est injectée tous les 3 jours. Le jour 15
est le jour de la premiere injection de cytotoxiques.

Nous remarquons que les effets de la thérapie sont similaires pour les 2 protocoles. L’évolution
de la quantité de cellules tumorales dépend donc essentiellement de la quantité injectée plutot que
de la dilution et de la durée de l'injection.

La figure 1.9 représente la tumeur et sa vascularisation en absence de thérapie et pour les
protocoles exposés dans cette section, pour un cytotoxique agissant sur la phase S. Les tumeurs
sont visualisées aux 177, 4ieme 7ieme jqgieme q3ieme of Gieme jours apres le début de la thérapie,
ce qui correspond aux jours suivant les injections. Nous remarquons que la tumeur évolue peu et
que le diametre du cercle circonscrit reste stable sous l'effet de la thérapie, alors que ce diametre
augmente en absence de cytotoxiques.
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La figure 1.10 présente I’évolution des diametres dans les simulations dans cette section. Nous
y remarquons que, comme dans la section 1.1.4.1, le diametre des tumeurs n’évolue que faiblement
sur les 15 jours sur lesquels 'effet des molécules cytotoxiques sont simulées(croissance d’environ
de 10% par rapport au diameétre initial). En comparaison la tumeur croit de 40% dans cette méme
période en 'absence de traitement.
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Fig. 1.10: Evolution du diamétre du cercle circonscrit & la tumeur sous Peffet d’un cytotoxique agissant
sur la phase S, administré pendant 2 heures a T, = 20Cy, ou pendant 4 heures a T;, = 10Cy. Le
jour 15 est le jour de la premiere injection de cytotoxiques.

En conclusion, les conséquences de la thérapie sur la tumeur sont similaires pour une méme
quantité de cytotoxique injectée, lorsque 'on fait varier la dilution. Il est en conséquence préférable
de diluer le cytotoxique en une injection longue, pour en diminuer les risques de toxicité sur
I'organisme.

1.2 Effets des VDAs

Dans cette section, nous allons étudier 'action d’agents antivasculaires (VDAs) sur le réseau
vasculaire tumoral et les conséquences sur la tumeur. Les VDAs sont injectées dans la tumeur a 15
jours. La durée de linjection est de 10 secondes. Deux types d’actions potentielles de VDAs sont
considérés :

e Les VDAs de type 1 sont supposés ne pas pouvoir détruire que les néo-vaisseaux, qui sont
plus fragiles que les vaisseaux principaux et que le réseau sub-microvasculaire.

e Les VDAs de type 2 sont supposés pouvoir détruire tous les vaisseaux au voisinage de la
tumeur (ceux-ci étant fragilisés entre autres par 'action du VEGF). Le vaisseau de référence
est supposé ne pas pouvoir étre dégradé (ce vaisseau supporte par définition I'essentiel du
flux sanguin, nous considérons donc qu’il est le plus robuste). Les effets de ces VDAs sur le
réseau implicite ne sont également pas pris en compte.

La figure 1.11 représente la tumeur, sa vascularisation, et la distribution d’oxygene qui lui est
associée avant une injection de VDAs (figure I.11a), et un jour apres. La concentration Cj est
une concentration de référence pour la probabilité de dégradation du vaisseau. L’effet de I'agent
antivasculaire de type 1 est ainsi observé pour des injections de dosage Cy, 10C, et 50C, et U'effet
d’un antivasculaire de type 2 est présenté pour un dosage Cj.
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Avant l'injection, la tumeur présente déja des vaisseaux non perfusés essentiellement en raison
de la dégradation vasculaire qui a lieu dans la tumeur. La distribution d’oxygene est par ailleurs
témoin de la perfusion antérieure de ces vaisseaux.

Apres I'injection, plus la dose d’antivasculaire visant les néovaisseaux est élevée, plus la propor-
tion de vaisseaux a l’état non perfusé augmente. L’oxygénation de la périphérie tumorale est par
conséquent réduite. Lorsque 'agent anti-vasculaire cible plus largement tous les vaisseaux (VDAs
de type 2), la destruction du réseau vasculaire est quasi totale. Seul le vaisseau de référence et
quelques vaisseaux non perfusés subsistent a l'issue de la simulation. L’oxygénation de la tumeur
ne dépend alors plus que du réseau submicrovasculaire.
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[.2.1 Adaptation vasculaire suite a une injection de VDAs

Les molécules anti-vasculaires modifient la structure du réseau et par conséquent les contraintes
hémodynamiques dans les vaisseaux qui s’adaptent face a ces changements. Les diagrammes pré-
sentés sur la figure I.12 montrent 1’évolution des rayons des vaisseaux, avant l'injection et le jour
d’apres pour les différents types et doses de molécules anti-vasculaires présentés sur la figure I.11.

Nous observons que, lorsque les molécules n’agissent que sur les néovaisseaux, ’adaptation vas-
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Fig. I.12: Adaptation vasculaire ayant lieu un jour apres 'injection, pour les différents anti-vasculaires et
les différentes doses présentés sur la figure .11
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culaire observée est moindre quelque soit la dose de produit injectée (figure 1.12). En revanche,
lorsque les VDAs ciblent tous les vaisseaux (type 2), les vaisseaux qui subsistent sont contraints
de s’adapter a cette nouvelle configuration. En I'occurence, ’absence de perfusion provoque 1’ef-
fondrement du diametre de ces vaisseaux.

L.2.2  Reprise de la croissance tumorale suite a I'injection

La figure .13 permet de comparer 1’évolution de la quantité de cellules prolifératives et quies-
centes dans la tumeur entre les 2 types de VDAs (figure .13 a. et b.) et pour différents dosages de
la molécule de type 1 (figure 1.13c. et d.).
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Fig. 1.13: Evolution des quantités de cellules prolifératives et quiescentes pour les molécules des deux types
injectés a dosage Cy (graphes a. et b.) et pour différentes dosages de VDAs de type 1 (graphes
c. et d.)

Nous observons ainsi qu’un jour apres l'injection de molécules anti-vasculaires, la quantité de
cellules prolifératives diminue et celle de cellules quiescentes augmente quelque soit le type et le
dosage de l'injection. Les molécules anti-vasculaires de type 2 permettent, en détruisant la totalité
du réseau vasculaire, de stabiliser la quantité de cellules quiescentes et de limiter fortement la
reprise de la prolifération cellulaire. Lorsque des molécules de type 1 sont administrées au méme
dosage, la décroissance initiale de la population de cellules prolifératives est trois fois moindre. La
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tumeur prolifére & nouveau des 2 ou 3 jours apres l'injection, et la croissance de la population des
cellules quiescentes n’est elle aussi que retardée.

En augmentant le dosage de l'injection de type 1, I'effet de 'agent anti-vasculaire sur la popu-
lation de cellules prolifératives est cependant plus marqué. Ainsi, cette population est diminuée de
moitiée par rapport au cas sans thérapie au 5°™¢ jour apres l'injection (c’est & dire & t=20 jours)
pour les dosage de C' = 10C), alors qu’elle est simplement réduite du quart pour C' = Cj. La
re-prolifération tumorale est également plus tardive. L’augmentation de la population de cellules
quiescentes reste cependant forte pour les trois dosages de I’anti-vasculaire.

En conclusion, les molécules anti-vasculaires de type 2, qui ciblent tous les vaisseaux a l'ex-
ception du réseau sub-microvasculaire implicite et du vaisseau de référence, sont les seules qui
permettent de limiter la re-prolifération cellulaire a long terme. Cependant, des molécules visant
un panel aussi large de vaisseau risquent d’étre toxiques pour 'organisme du patient.

Ces résultats n’ont cependant pas encore pu étre validés par des résultats expérimentaux par

manque de données. Cette étape est primordiale avant de pouvoir utiliser le modele comme un
vériable outil pour tester les thérapies.

Effets de la thérapie

Parametre  Unité Valeur Signification Source
Dr cm?/s 9.37 x 10710 Coefficient de diffusion des molécules cytotoxiques [160]
A s~1 1.16 x 105 Taux de dégradation des molécules cytotoxiques dans le tissu [160]
Vi mm~1s~1 4.8 x 103 Perméabilité des vaisseaux aux molécules cytotoxiques

tdestr. VDA S 100 Temps de dégradation d’un vaisseau par les VDAs a concentration Cy

CvDA.min 0.1Co Concentration au dessus de laquelle les vaisseaux peuvent étre dégradés par les VDAs

Tab. 1.1: Tableau des différentes parametres de la thérapie
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Cette these a permis de construire un modele qui décrit I’évolution tumorale telle qu’observée
sous fenétre dorsale et a partir duquel il devient possible de tester des thérapies.

Dans notre modele, la croissance tumorale est modélisée par un automate cellulaire qui présente
I'originalité d’intégrer le cycle cellulaire tout en neutralisant les biais numériques causés par les
regles de division cellulaire dans la grille de 'automate. La notion d’héritage de caractéristiques
cellulaires entre cellules mere et fille est également introduite. En effet, la durée du cycle cellulaire
d’une cellule fille dépend de celle de la cellule mere.

Le réseau vasculaire, quant a lui, est modélisé a la fois par un champ implicite qui représente
le réseau capillaire et assure l'oxygénation initialement homogene du tissu, et par des vaisseaux
de plus gros diametres représentés explicitement. Il s’agit des vaisseaux parents dont le diametre
s’adapte suivant 1’évolution des contraintes hémodynamiques qui s’exercent sur leurs parois et a
partir duquel I'angiogenese se développe. Ce choix permet de rendre compte de I'angiogenese des
vaisseaux parents, qui sont la source principale des nouveaux germes qui atteignent la tumeur,
sans que leur développement ne soit stoppé par les vaisseaux du réseau sub-microvasculaire.

Ce nouveau modele d’évolution tumorale a permis d’apporter un certain nombre d’améliora-
tions aux modeles existants. En particulier, la description du réseau vasculaire sur une grille carrée
2D réduit le réalisme des vaisseaux pouvant étre représentés (effet marche d’escalier) et pose éga-
lement un probleme majeur dans la gestion des flux sanguins puisque les noeuds a 4 branches
peuvent étre plus difficilement évités. Pour remédier a ce probleme, nous avons exploité les direc-
tions diagonales de la grille 2D et adapté les équations du modele en conséquence. Cette adaptation
importante permet ainsi un plus grand choix des directions possibles a chaque nceud et ainsi une
représentation beaucoup plus fidele des réseaux vasculaires expérimentaux implémentés dans la
grille de calcul et a partir desquels les simulations sont effectuées.

Une autre amélioration importante concerne les mécanismes d’adaptation vasculaire. De tres
nombreux modeles utilisent les équations des contraintes rhéologiques définies par Pries et col.
(1998) [148]. Or ces équations été initialement dérivées pour rendre compte de Iadaptation de
vaisseaux irriguant un tissu sain. Nous avons par conséquent adapté ce modele au cas tumoral en
ajoutant un terme qui rend compte des effets du facteur de croissance angiogéniques (VEGF) émit
par la tumeur. [’observation a partir de la fenétre dorsale montre en effet une importante dilata-
tion des vaisseaux suite a l'introduction de la tumeur. Le nouveau terme introduit rend compte
de ce phénomene et modulant 1’élasticité de la paroi vasculaire. L’élasticité tend a diminuer en
présence de VEGF qui fragilise ’adhésion entre les cellules formant la paroi.

Les simulations numériques réalisées montrent qu’il est possible de rendre compte des obser-
vations expérimentales pour reproduire les différentes phases du développement vasculaire, c’est a
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dire 'angiogenese et l'adaptation initiale des vaisseaux.

Le modele numérique de I’évolution tumorale sous fenétre dorsale a alors été utilisé pour tester
les effets de deux types de molécules : cytotoxiques et anti-vasculaires. Les simulations numériques
de ces deux types de traitement explorent différents protocoles, définis par le mode d’action de la
molécule, la dose administrée et la fréquence d’administration. Les résultats ont montré que des
injections longues ou fréquentes de molécules cytotoxiques étaient préférables pour limiter la dose
injectée, et que les agents anti-vasculaire devait viser un large panel de vaisseaux pour étre efficaces.

Une limitation importante du modele reste sa bidimensionnalité. Nous avons fait le choix de
cette limitation essentiellement a cause du temps de calcul qui explose en 3D. Cependant, le pas-
sage a la troisieme dimension ne pose pas de probleme majeur, ni pour 'automate de croissance
tumorale, ni pour la prise en compte des aspects vasculaires qui sont tres facilement transposables
en 3D. La modélisation 3D de la croissance tumorale sous fenétre dorsale nécessiterait cependant
de prendre en compte la contrainte de pression mécanique qu’exerce la tumeur sur le verre de la
fenétre. Cette contrainte induit une croissance anisotrope dans la direction privilégiée opposée a
la fenétre (avec une excroissance tumorale a travers I'armature de la fenétre). La modélisation 2D
nous affranchit de cette difficulté.

Une autre limitation importante du modele est la non prise compte de la séparation des veinules
et des artérioles. Nous savons en effet que :

e A chaque embranchement artériel, le sang d’un vaisseau est réparti dans des vaisseaux de
plus faible diametre (figure J.14a)

e A chaque embranchement veineux, le sang de deux vaisseaux est collecté dans un vaisseau
de plus gros diameétre (figure J.14b)

e Pour un méme flux, les vaisseaux artériels sont plus fins que les vaisseaux veineux car la
pression sanguine y est plus forte.

= K = X

Fig. J.14: a. Flux sanguin a un embranchement artériel b. Flux sanguin a un embranchement veineux

Or ces trois points ne sont pas respectés dans le modele actuel ou seule la direction du flux pour
un vaisseau de référence est définie. Il aurait cependant été possible de définir ces directions par
rapport aux images expérimentales ot les directions de flux peuvent étre déduite d’une observation
attentive fondée sur les 3 points évoqués précédemment et sur la base de la coloration des vaisseaux
(les arterioles étant plus claires que les veinules).

La prise en compte du sens des flux et un choix adapté des pressions sanguines aux bornes des
vaisseaux auraient permis de considérer un réseau initial avec des rayons plus proches de la réa-
lité, et une adaptation vasculaire qui aurait pu étre fidele a la configuration expérimentale que
I'on cherche a simuler. Le sens des flux aurait en particulier pu étre modifié lors de I’adaptation
vasculaire, modifiant ainsi les échanges sanguins entre les vaisseaux. Cependant, ce choix aurait
entrainé la multiplication des vaisseaux a flux entrants.
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L’évolution du rayon et du flux des vaisseaux auraient alors été difficilement contrdlables dans la
simulation, et une entrée de sang massive dans le modele aurait difficilement pu étre évité.

Ce travail a cependant permis de poser de facon satisfaisante les bases du clone numérique du
modele expérimental d’évolution tumorale sous fenétre dorsale méme si certains aspects nécessitent
encore quelques améliorations. La prise en compte des aspects artério-veineux apparait comme la
priorité. Nous avons d’ailleurs fait une tentative dans ce sens en tentant d’intégrer et d’adapter
un algorithme existant [66] pour générer un réseau sub-microvasculaire artério-veineux (figure
J.15). Cependant, cette prise en compte impliquait nécessairement l'intégration d’aspects 3D, a
minima par une faible épaisseur de tissu, puisqu'un cablage artério-veineux a 2 dimensions tel que
nous l'observons expérimentalement, montre de nombreux croisements de vaisseaux, artérioles et
veinules étant tres souvent superposées.

:_I—E‘—l

L

B artériel M veineux capillaires

Fig. J.15: Résultat d’un test de simulation d’un réseau submicrovasculaire artério-veineux sur une grille
30x30

Concernant les aspects thérapeutiques, nous n’avons fait que les aborder dans le cadre de cette
these. Le but a ce stade a été de montrer comment ils pouvaient étre intégrés et paramétrisés de
facon a pouvoir tester des protocoles suffisamment variés et réalistes en jouant sur la nature de la
molécule, son mode d’action (sa cible), sa concentration, sa fréquence et sa durée d’administration.
Nous avons ainsi testé indépendamment les effets de chaque parametre, mais nous n’avons pas pu
les comparer aux observations expérimentales sous fenétre dorsale par manque de données. Cette
étape sera cruciale pour la validation du modele et permettra d’en établir plus précisément ses
forces et ses faiblesses.

Le modele validé pourrait se révéler un outil formidable pour contribuer a tester les effets de
nouvelles molécules afin d’en définir par exemple le dosage et/ou le mode d’administration opti-
mum qui nécessitent encore pour l'instant le sacrifice d’'un grand nombre de souris.

Les effets des couplages thérapeutiques entre cytotoxiques et VDAs pourront également étre
explorés par ce modele puisqu’a l'origine, c¢’est I’étude de ces couplages qui a motivé son élaboration.
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Cette these s’est inscrite dans la cadre du projet CATS pour "Computer-Assisted Therapeutic
Strategy" dont le but est développer une tumeur virtuelle, clone d’une tumeur réelle, sur laquelle
la thérapie est virtuellement optimisée avant d’étre effectivement appliquée. Cela va dans le sens
de l'individualisation de la thérapie qui apparait aujourd’hui comme essentielle & une meilleure
réussite du traitement.
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A. L’ALGORITHME DE GESTION DES ASPECTS MULTI-ECHELLES

Tout au long des simulations, le pas de discrétisation spatial utilisé est A = A, = A, = 25 um,
ce qui correspond a l'espace occupé par une cellule dans le modele. Cependant, le modele est
multi-échelle pour le pas de temps, qui s’adapte pour mettre a jour les différents éléments pendant
la simulation, comme montré figure A.1.

MaJ du VEGF . Jégradatio MaJ de I'enz'yme t, =6t
vasculaire metalloprotéase ouU

Echelle T stationnarité
1

Echelle T i Echelle T,

oui

giogene

Echelle 67

Adaptation

MaJ de la thérapie - MaJ de l'oxygéne . 1 3
ou ] Statlonnarité vasculaire

stattonnarite Echelle T 8 & Echelle T, '
o)

Echelle T,

non

Fig. A.1: Algorithme pour le modele computationnel. 7 est le pas de temps principal et 71, 70, 73, T4 €t
75 représentent les pas de temps des processus intermédiaires plus rapides. La fleche rouge au
niveau du processus de diffusion de 'oxygéne représente une erreur dans le programme.

Le pas de temps principal du modele 7 a pour valeur 0.01 jours. C’est le pas de temps utilisé
pour mettre a jour I’évolution tumorale, ainsi que la dégradation vasculaire dans la tumeur. L’an-
giogenese, ainsi que la dégradation des enzymes métalloprotéases et des fibres matricielles dans
le tissu, est quant a elle mise a jour tous les 6 7, ce qui correspond a la vitesse de migration des
cellules endothéliales.

Le modele integre 4 processus avec de plus petits pas de temps pour la diffusion du VEGF,
des enzymes métalloprotéases, et de I'oxygene, ainsi que pour ’adaptation vasculaire et la mise
a jour de la thérapie (concentration de molécules dans les vaisseaux et diffusion dans les tissus
environnants).



148 A. L’algorithme de gestion des aspects multi-échelles

Les équations de diffusion sont résolues avec la méthode ADI et les conditions aux limites de
Neumann. Pour plus de précision dans la représentation de la diffusion du VEGF et des enzymes
métalloprotéases, les pas de temps utilisés dans les processus associés sont de 7, = A%/Dy, ~ 22 s
et de 7o = A?/D,, ~ 3.6 mins. Ces processus sont stoppés lorsque I’état stationnaire est atteint
ou lorsque le temps du pas principal 7 est écoulé. La taille du dernier pas de temps avant que le
temps 7 soit écoulé est adapté pour que ce temps ne soit pas dépassé.

Le réseau vasculaire s’adapte suivant un pas de temps de 73 = 0.005 s jusqu’a stabilité.

La diffusion de I'oxygene devrait répondre a un processus de diffusion similaire aux autres avec
un pas de temps de 74 = A?/Dp, ~ 0.26 s.

Pour la mise a jour de la thérapie, a chaque itération, le pas de temps 75 est fixé comme le
temps d’écoulement sanguin dans le segment vasculaire du modele ou il est le plus rapide et ou
la concentration de molécules a l'entrée et a la sortie est différente. La diffusion des molécules
cytotoxiques dans le tissu se fait a chaque pas de temps. Lorsque des molécules anti-vasculaires
sont présentes dans les vaisseaux, leur action de destruction vasculaire est simulée toutes les se-
condes. Dans ces processus, la taille du dernier pas de temps pour 1’écoulement dans les vaisseaux
est également adaptée pour qu’elle ne dépasse pas le pas de temps principal 7.

IMPORTANT : identification d’une erreur de paramétrisation dans la diffusion
de I'oxygene

En simulant 'action des agents anti-vasculaires, nous avons remarqué qu’une journée était né-
cessaire pour que la destruction d'un vaisseau se répercute sur la distribution de 'oxygene dans le
tissu, alors que quelques secondes devrait suffire.

Cela nous a permis de découvrir un erreur de conversion du pas de temps 7 lors du processus
de diffusion de 'oxygene, ou ce pas de temps aurait di étre converti en seconde. En conséquence,
la diffusion de l'oxygene ne se fait que durant un unique pas de temps de 74 ~ 6.26 x 1073 s &
chaque pas de temps principal.

Toutefois, la distribution de 1'oxygene varie relativement peu, puisque seules des fluctuations
autour de I’état stationnaire sont observées. D’autre part, le développement vasculaire est telle-
ment lent que 'oxygene a le temps de diffuser dans le tissu, méme avec ce pas de temps erroné.
Les conséquences sur la distribution d’oxygene dans le tissu sont donc relativement faibles (figure
A.2). Seule la croissance tumorale est plus localisée sur les zones du tissu vascularisées par les
néovaisseaux puisque la diffusion de I'oxygene est plus rapide. Cela est di au choix des parametres
de consommation en oxygene et du seuil de quiescence. Ces deux parametres ont été fixés de fagon
a permettre un stade initial de croissance tumorale avasculaire sans nécrose. La correction de cette
erreur implique donc de réviser ces 2 parametres pour maintenir la condition avasculaire.
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Simulation de la these a ¢t = 15 jours Etat des cellules
tumorales

prolifératives

- quisscentes
- apoptotiques
B ccrotiques

O Rayon des vaisseaux
=15um
4 5
- o B =15pm
' * [ e
| Il -35um
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I -1000m

Simulation corrigée a t = 15 jours

niveau d'oxygéne
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(normalisé)
L
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Fig. A.2: a. La tumeur vascularisée a 15 jours telle qu’elle est prise comme état initial du chapitre I, et la
distribution en oxygene associée dans le tissu. b. La tumeur simulée avec les mémes parametres
mais en corrigeant le processus de diffusion de I'oxygene, et la distribution de 'oxygéne associée.

Cette erreur a des conséquences sur les phénomenes rapides comme la destruction soudaine
des vaisseaux par les VDAs. Ainsi, figure A.3, 'impact des agents de destruction vasculaire sur la
distribution de 'oxygene est visible un dixiéme de jour apres leur administration, alors qu’il n’est
visible qu’au bout d’une journée avec ’erreur. La correction entraine donc une hypoxie consécutive
au VDASs plus rapide.
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B. DETECTION DES SEGMENTS DE VAISSEAUX NON PERFUSES

Pour détecter les segments non perfusés, nous utilisons un algorithme qui consiste a déterminer
les chemins existants entre les différentes entrées (ou sorties) du réseau vasculaire. Ces chemins
sont formés d’une suite de segments reliés par des nceuds distincts. Pour cet algorithme, nous
définissons comme nceud la jonction entre deux segments ou plus. L’appartenance d’un segment
a une telle suite prouve sa perfusion, alors que I'impossibilité de trouver une telle suite auquel il
appartient prouve sa non perfusion. Les entrées du réseau ne sont pas distinguées des sorties. Par
conséquent, elles sont indifféremment appelées entrées. Des nceuds du réseau sont appelés voisins
si et seulement il existe un segment qui les lient.

Le terme de noeud perfusé désigne quant a lui un noeud par lequel passe un vaisseau perfusé.
L’algorithme utilise le principe que tout chemin qui lie deux noeuds perfusés est lui-méme perfusé.
Ramenons le probleme & deux nceuds a et b. A chacun de ces nceuds passe un chemin liant deux
entrées du réseau. Nous allons prouver ici la perfusion de toute branche [ab] reliant les nceuds a et
b. Pour cela, nous choisissons aléatoirement une des branches issue de a et recherchons la présence
d’embranchements entre cette branche et celles issues de b.

e Si de tels embranchements existent, notons ¢ celui qui est le plus proche de a. Les branches
[cb] et [ba] peuvent alors se substituer a [ca] pour former un chemin passant par a, dont
tous les points sont distincts, et liant des entrées du réseau. Cela prouve la perfusion de [bal
(figure B.1A).

e Sinon, [ab] peut étre relié a des entrées différentes par des chemins distincts a chacune de ces
extrémités, ce qui prouve sa perfusion (figure B.1B).

En conclusion, tout chemin liant deux noeuds perfusés distincts est perfusé.

o1 cl €1, ———— branche perfusée

a a = —— -branche perfusée pour lequel
lintersection avec l'autre branche
c2 n'est pas exclue aprés les pointillés

= branche dont nous voulons
c prouver la perfusion

cl chemin qui prouve
la perfusion de [ab]

~ a, b, c: embranchements

c1, ¢2: chemins déja déterminés
entre des entrées du réseau

Fig. B.1: Démonstration de la perfusion d’une branche entre deux noeuds perfusés

L’algorithme qui détermine la perfusion des noeuds est implémenté grace a :

e Un tableau qui, a chacun des nceuds du réseau considéré, associe un des quatre états suivants :
o (0) : non renseigné
o (1) : nceud perfusé (peut étre une entrée du réseau)
o (2) : noeud non perfusé
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B. Détection des segments de vaisseaux non perfusés

o (3) : emprunté par le chemin en cours d’étude ou déja étudié comme aboutissant nécessai-
rement a ce chemin.

Une liste L, des nceuds a 'état (1) a 'itération considérée, et dont peuvent étre issus des
segments n’ayant pas encore été renseignés.

Une liste L. des noeuds d'un chemin démarrant en un nceud a I'état perfusé, et dont I’al-
gorithme tente de déterminer la perfusion en le poursuivant jusqu’a un des autres nceuds
perfusés. Le chemin associé a L. est poursuivi au fur et & mesure par des nouveaux nceuds
(état (0)) qui sont ajoutés en queue de L. S’il n’est plus possible de continuer un chemin avec
un nouveau neceud voisin du nceud en queue de L., alors cet élément de queue est supprimé.
L’algorithme tente alors de trouver un vaisseau perfusé en empruntant un autre segment au
neeud précédent. L. est réinitialisé une fois que la perfusion ou la non perfusion du segment
initiant le chemin est prouvé.

Voici 'algorithme utilisé :

1. A l'état initial (figure B.2 a), le tableau des noeuds du réseau est initialisé partout a (0), mis

a part les noeuds d’entrée initialisés a (1). La liste L, est initialisée par les noeuds a 1'état
(1). Tous les segments de vaisseaux sont placés a I’état non perfusé.

Les listes sont remises & jour de la fagon suivante (figure B.2 a->b, k->1 et l->n) :

e Quand le noeud n, en téte de la liste L, n’a pas de voisins n, a I'état (0), tous les segments
de n, ont été étudiés. n, est donc retiré de la liste L, et le nouveau noeud en téte de L,
est examiné.

e Quand un voisin n, est trouvé pour n,, alors il est retiré de L,, et la liste L. est initialisée
par les deux noeuds [n,, n,| avec n, en téte.

e Si L, est vide, cela signifie que tous les segments atteignables par les entrées du réseau
ont déja été déterminés comme perfusés ou non perfusés. Les segments isolés du réseau ne
sont pas perfusés, et restent donc dans leur état par défaut. L’algorithme est alors terminé
(figure B.2 t).

Soit n, le premier noeud, ny le dernier neeud, et ngy 'avant-dernier noeud de L. s’il existe :
e Si L. n’a plus qu'un seul élément alors (figure B.2 s->t) :
o un chemin liant un neeuds a I’état (3) a un nceud d’entrée du réseau emprunte nécessai-
rement le nceud n, = n,4. Par conséquent, les différents noeuds a 'état (3) sont donc mis
a Iétat (2), non perfusé.
o si n, = ng a encore des voisins a 'état (0), alors il est ajouté en queue de L,
o L. est vidé
e Sinon, si ng est voisin d’au moins un neeud a Iétat (1) différent de n,, alors un chemin
perfusé est trouvé et par conséquent (figure B.2 j->k et I->m) :
o les noeuds a ’état (3) sont mis a 1’état (0), car le chemin caractérisé par la liste L. va
étre réinitialisé (ces nceuds sont tous reliés entre-eux, ce qui simplifie I'opération)
o les différents noeuds de L, sont mis a I'état (1)
o tous les segments liant un nceud de L. & un neeud a P’état (1) sont mis a I’état perfusé,
car ce sont des vaisseaux perfusés.
o les noeuds de L. duquel sont issus des segments aboutissant a un noeud non encore
renseigné sont ajoutés en queue de L,,.
o L, est vidé
e Sinon, si ng est voisin d'un neeud n, a I'état (0), alors le chemin caractérisé par la liste L.
peut continuer a étre prolongé par ce nceud donc (figure B.2 b->c, ¢->d, d->e, e->f, i->],
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Fig. B.2: Détermination pas a pas (a->t) de la perfusion des vaisseaux dans un réseau vasculaire simple

n->o0 et 0->p) :

o n, est positionné en queue de L.

o ng est mis a I'état (3) car il appartient dorénavant au chemin en cours d’étude

e Sinon, si ng est adjacent a un noeud n, # nge a 'état (3), ou a n,, alors (figure B.2 h->i,
p->q, q->T1 et 1->8) :

o comme ng n'est adjacent qu’'a des noeuds a I'état (3), ou a n, qui appartient au chemin
étudié, il est mis a I'état (3)

o il n’est plus possible de poursuivre ce chemin avec un nceud non renseigné ou de le finir
avec un nceud perfusé, ng est donc supprimé de la liste L.

e Sinon, ng n’est adjacent qu’a nge ou a des noeuds a 'état (2) et donc (figures B.2 f->g et
g->h) :

o mg est mis a 1'état (2) car il n’est pas perfusé. Ce nceud est en effet isolé a 'extrémité
d’une branche non reliée a un embranchement, ou lié qu’a des branches non perfusées a
cette extrémité.

o ng ne fait pas parti d’'un chemin perfusé, et est donc supprimé de la liste L.

4. Si L. est vide, alors elle est réinitialisée en recommencant a l'itération 2 (figure B.2 1 et n),
sinon on retourne en 3.
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C. EXTRACTION DU CHEMIN DES VAISSEAUX A PARTIR DES IMAGES
BINAIRES

Pour extraire les données concernant les différents vaisseaux dans 'image binaire, il est tout
d’abord nécessaire d’identifier et de localiser ces vaisseaux. Pour cela, nous allons extraire le sque-
lette des images binaires par une méthode d’amincissement topologique du réseau vasculaire. Par
cette méthode, chaque vaisseau est ramené a une suite de pixels adjacents que nous appelons che-
min. Chaque pixel constituant un chemin n’a que deux voisins a part ses extrémités qui ont un
(extrémité libre) ou plus de deux voisins (embranchement avec un autre vaisseau).

Soit les pixels occupés, les pixels appartenant a un vaisseau, et les pixels libres, les pixels
extérieurs aux vaisseaux. Le voisinage utilisé pour les pixels occupés est le 8-voisinage (voisinage
de Moore). Les voisins d’'un pixel sont donc transverses ou diagonaux (figure C.1a). Le voisinage
des pixels libres est par conséquent le 4-voisinage (voisinage de Neumann) de fagon a respecter le
théoreme de Jordan :

Toute courbe fermée simple (c.-a-d. ne se recoupant pas elle-méme) sépare le plan en deuz domaines
(ensembles connexes) qui sont le domaine intérieur et le domaine extérieur de la courbe.
Les voisins d'un pixel libre sont donc ses voisins transverses (figure C.1b).

- pixel considéré
. pixel voisin
D pixel non-voisin

a. b.

Fig. C.1: a. 8-voisinage b. 4-voisinage

L’image binaire est parcourue de gauche a droite et de haut en bas. Les pixels a libérer sont
alors les pixels occupés qui

1. n’ont pas leurs quatre voisins transverses (un c¢dté commun) occupés apres le balayage pré-
cédent

De plus, un pixel est libéré si et seulement si, au moment de I'examen :

2. la libération du pixel préserve la connexité entre les différents points occupés du voisinage
du pixel considéré.

3. il a strictement plus d'un voisin occupé
4. il a strictement plus de deux voisins occupés, ou bien ces voisins n’ont pas de ¢6té commun.

Tous les voisins extérieurs a l'image sont considérés comme occupés. L’algorithme est arrété
quand aucun pixel n’a été éliminé apreés un balayage.
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La condition 1 permet de limiter la libération des pixels aux pixels limitrophes entre une com-
posante occupée et une composante libre a chaque balayage. Ainsi, la libération de pixels peut se
faire de part et d’autre du vaisseau a chaque balayage, ce qui permet d’obtenir un chemin centré
par rapport au vaisseau.

Les conditions 1 et 2 préservent la connexité des différentes composantes du réseau vasculaire ainsi
que de son complémentaire dans le voisinage du pixel considéré. Les pixels pouvant étre supprimés
en respectant ainsi ces conditions sont appelés points simples [252]. La condition 2 maintient la
connexité des pixels occupés, et la connexité 4-adjacentes des pixels libres est elle aussi préservée
quand on lui associe la condition 1. En effet, quand un seul des voisins 4-adjacents du pixel étudié
p est libre, celui-ci n’a alors qu’'un seul voisin a sa libération, et cela ne change donc en rien la
connexité des voisins libres. Quand le nombre de voisins transverses de p est plus grand, le nombre
de composantes connexes des voisins libres n’est altéré par la libération de p que s’il existe deux
pixels libres dans le voisinage qui ne sont pas connexes avant la libération. Cela n’est pas compa-
tible avec la condition 2 comme montré figure C.2.

Les conditions 3 et 4 permettent quand a elles de limiter la libération de pixels aux extrémités

ivel étudie . au moins un pixel de
. pixel etudie chacune de ces

ivel lib couleurs est occupé
D pixellibre D sur chaque schéma

Fig. C.2: Occupation du voisinage d’un point avec deux voisins transverses libres ou plus et dont la
connexité des pixels libres change lors de la libération du pixel central

des vaisseaux. L’absence de ces conditions entraineraient en effet 1’érosion totale des vaisseaux a
partir de leurs extémités libres quand elles existent.

Toutefois, les conditions 3 et 4 engendrent la création de courts chemins liant les bords des
vaisseaux a leur chemin central, quand ceux-ci sont orientés dans certaines directions (figure C.3).

pixels libérés au
premier balayage

pixels libérés au
second balayage

pixels libérés au
troisieme balayage

pixels libérés au
quatrieme balayage

pixels restants
occupés

pixels non libérés
car trop peu de
voisins quand balayé

SEEEERN

Fig. C.3: Erosion d’un vaisseau au fil des balayages

C’est notamment pour cette raison que les chemins de faible longueur (nombre de pixels du
chemin < 25) et ayant une extrémité a un seul voisin sont supprimés. Cela permet aussi d’enlever
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des chemins résultant d’imprécisions dues au tracé des vaisseaux a la main. De méme, pour corri-
)

ger de telles inexactitudes, si deux courts chemins (nombre de pixel du chemin < 50) relient deux

pixels alors le plus grand des deux est supprimé.

Ensuite, une recherche des vaisseaux présents a proximité de I'extrémité libre d’un vaisseau sur
les autres images binaires associés a la méme image est réalisée. Cette recherche est effectuée dans le
but de pouvoir détecter des embranchements entre des vaisseaux qui ne sont pas sur la méme image
binaire. Ainsi, dans chaque voisinage (distance < 50 pixels) d’une extrémité libre d’un chemin, le
pixel occupé le plus proche sur le squelette d'une autre image binaire associée a la méme image est
recherché s’il existe. Si un tel pixel est trouvé, il est libéré, de facon a séparer le vaisseau associé en
deux vaisseaux ayant un embranchement commun avec le vaisseau dont I'extrémité libre est étudiée.

Nous obtenons ainsi les chemins des vaisseaux sur les images binaires comme visibles figure

CA4.

zoom

—— chemins

Fig. C.4: Une portion de masque et le chemin associé
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A computational model is potentially a powerful tool to apprehend complex phenomena like solid tumour
growth and to predict the outcome of therapies. To that end, the confrontation of the model with experi-
ments is essential to validate this tool. In this study, we develop a computational model specifically dedicated
to the interpretation of tumour growth as observed in a mouse model with a dorsal skinfold chamber. Obser-
vation of the skin vasculature at the dorsal window scale shows a sparse network of a few main vessels of
several hundreds micrometers in diameter. However observation at a smaller scale reveals the presence of
a dense and regular interconnected network of capillaries about ten times smaller. We conveniently desig-
nate this structure as the submicrovascular network (SMVN).! The question that we wish to answer concerns
the necessity of explicitly taking into account the SMVN in the computational model to describe the tumour
evolution observed in the dorsal chamber. For that, simulations of tumour growth realised with and without
the SMVN are compared and lead to two distinct scenarios. Parameters that are known to strongly influence
the tumour evolution are then tested in the two cases to determine to which extent those parameters can be
used to compensate the observed differences between these scenarios. Explicit modelling of the smallest ves-
sels appears mandatory although not necessarily under the form of a regular grid. A compromise between the

two investigated cases can thus be reached.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Tumour growth is a complex phenomenon which is regulated by
different processes. An integrated view of these processes which in-
teract on multiple scales is therefore necessary in order to understand
and apprehend them. Theoretical models are useful tools in order to
reach a more complete understanding of the phenomena by reproducing
how this biological system works. At the end of the sixties, the first
models on tumour growth already described how the structure and the
growth of multicellular spheroids could be affected by the environmental
conditions in oxygen and nutrients (Burton, 1966; Greenspan, 1972).
Since then, mathematical models have become more and more complex.
In particular, in the eighties, angiogenesis began to be considered explic-
itly to model oxygen and nutrients availability in the tumour. Vascular
growth was first modelled in one dimension (Balding and McElwain,
1985). Other works followed to extend the model in two or three dimen-
sions (Anderson and Chaplain, 1998; Stéphanou et al., 2005; Stokes and

* Corresponding author. Fax: +33 4 56 52 00 22.
E-mail address: Angelique.Stephanou@imag.fr (A. Stéphanou).
1 SMVN: Sub-Microvascular Network.

0026-2862/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.mvr.2012.06.001

Lauffenburger, 1991). This change of dimension permits to take into ac-
count the spatial distribution of the vascular network. Hybrid models
combining different modelling approaches then emerged to model
the different processes interacting on tumour growth (Alarcon et
al., 2003; Anderson and Chaplain, 1998; Perfahl et al., 2011; Stokes
and Lauffenburger, 1991; Welter et al., 2008). Discrete models such
as cellular automata are found to be particularly adequate to model
the growth of small spheroids because they allow us to consider intrin-
sic parameters for each cell such as its age in the cell cycle. They are
often coupled with continuous equations which describe vascular
remodelling, blood flow, oxygen and nutrients diffusion (Alarcon et
al., 2003; Welter et al., 2008). Interested readers can refer to the recent
reviews by Tracqui (2009) and Byrne (2010) on the evolution of the
theoretical models on tumour growth over the last decades.

The current trend in theoretical modelling is to closely link, on a quan-
titative basis, theoretical and experimental models. The aim is to produce
computational tools as close as possible to reality. In the case of cancer,
most of the models coupling theory and experiments aim at testing ther-
apies (Frieboes et al., 2009; Gatenby et al., 2009). Our work follows this
trend. Our goal is to develop a computational tool to describe the tumour
evolution as it is observed in a mouse model with a dorsal skinfold cham-
ber. This technique is known for several years (Asaishi et al,, 1981; Lehr et
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al,, 1993) and provides a mean to observe accurately the development of
the tumour over time. Moreover, intravital microscopy permits to visual-
ise as well the evolution of rheological and functional parameters of the
tumour vasculature, such as the linear velocity of red blood cells (RBC)
and vascular density (Carmeliet and Jain, 2000). In these studies, fluores-
cent macro-molecules were used to stain the blood plasma and RBCs
were detected as moving shadows or the RBCs were positively stained
with rhodamine dyes (Seylaz et al., 1999). Oxygen concentration in the
tissue can also be measured using oxygen sensors (Koehl et al., 2009).
The dorsal chamber method was already used to validate theoretical
models that describe the vascular permeability for oxygen (Dedeugd et
al., 2009; Strieth et al., 2008). However, this technique is not used yet to
validate a complex model of tumour growth.

The resolution of the current microscopes and the use of fluores-
cent probes such as FITC-dextran allow us to visualise a hierarchy in
the vascular network. Arterioles and venules can be distinguished with
typical radius a few tens of micrometers. Smaller vessels (capillaries)
with radius under 10 pm are visible with a higher resolution. We define
the “sub-microvascular network” (SMVN) as this regular pre-existing
and healthy microvascular network of capillaries that ensures physiolog-
ical oxygenation of the tissue. Some models do not take into account the
SMVN to describe tumour growth (Chaplain et al., 2006; McDougall et al.,
2006; Owen et al., 2009; Stéphanou et al., 2005). However, in more recent
models, it is considered that the evolution of the SMVN is necessary to de-
scribe it accurately (Bartha and Rieger, 2006; Lee et al., 2006; Paul, 2009;
Shirinifard et al., 2009; Welter and Rieger, 2010; Welter et al., 2008). It
was shown that vessel collapse or thrombosis could occur on these
small microvessels during tumour growth and influence the process.
The main question in thispaper is to determine if it is necessary to explic-
itly describe this SMVN in the tissue skin of the mouse to reproduce tu-
mour growth as observed with the dorsal skinfold chamber.

To that goal, we developed a hybrid model inspired from several
existing ones. Tumour growth is based on the cellular automaton pro-
posed by Alarcon et al. (2003). This choice for an automaton allows us
to describe the tumour cells transitions between different states (prolif-
erative, quiescent, apoptotic and necrotic) depending on the environ-
mental constraints, mainly space and oxygen availability. Moreover,
this model takes into account the cell cycle by assigning a timer to
each individual cell. The cell sensitivity to hypoxia, which depends on
the phase of the cell cycle, can be finely expressed. Angiogenesis and
blood flow in the microvasculature are directly based on the model by
Stéphanou et al. (2006). The new vessels emerging from the existing
ones proliferate and migrate in response to combined chemotactic
and haptotactic cues of growth factors (from hypoxic tumour cells)
and matrix fibres respectively. The distribution of red blood cells in
the vascular network allows us to estimate the oxygen field in the tissue
based on vessel permeability for oxygen, and oxygen diffusion and con-
sumption. Finally, conditions for vessel sprouting and vessel collapsing
have been introduced, both based on the hypotheses proposed by
Welter and Rieger (2010).

Although vascular recruitment and vessels adaptation are clearly
visible in biological experiments, it remains difficult to determine if
the neovasculature emerges from the main vessels or from the smaller
ones forming the SMVN. In order to answer this question, the numerical
simulations presented in this paper compare tumour growth with and
without the SMVN. Those simulations are based upon experimentally
observed initial networks of main vessels to reproduce the initial exper-
imental conditions. The impact of the SMVN on the evolution of the tu-
mour cell quantity and on the tumour expansion rate is evaluated.

Parameters which strongly influence the tumour evolution are then
specifically considered. First of all, the tumour cells resistance to hypoxia
is evaluated by changing the sensitivity of the cells to the lack of oxygen.
This can be related to different cell phenotypes. The effect of the sprouting
ability of the vascular network is also evaluated to determine whether an
increased angiogenesis could compensate the initially reduced density
when the SMVN is not considered.

Experimental background

Experiments realised with the dorsal skinfold chamber on the
mouse allow to observe with many details the process of angiogene-
sis and tumour growth.

Ethics statement

In accordance with the policy of Grenoble Institute of Neurosci-
ence (GIN) and the French legislation, experiments on nude mice
were done in compliance with the European Community Council Direc-
tive of November 24, 1986 (86/609/EEC). The research on nude mice
was authorised by the Direction Départementale des Services Vétérinaires
de I'lsére — Ministére de I'Agriculture et de la Péche, France and the Direc-
tion Départementale de la protection des populations - Préfecture de
I'lsére-France (B. van der Sanden, PhD, permit number 38 09 40).

Experimental methods

For tumour vasculature imaging, 3 Swiss nude mice were implanted
with small dorsal skinfold chambers (small dorsal kit SM100, AP] Trad-
ing Co., Ventura, CA, USA). During surgery and imaging, mice were
anesthetised by a continuous inhalation of 2% isoflurane in a gas mix-
ture of 30% O, and 70% N,0. Core temperature was maintained at ap-
proximately 37 °C. In the dorsal skinfold chamber preparation, two
symmetrical titanium frames with central holes (1 cm diameter) are
placed each at on side of the dorsal skinfold of animals in order to sand-
wich the extended double layer of skin and create the dorsal skinfold
chamber, which consisted of one layer of striated muscle, s.c. tissue,
and epidermis. An observation window, covered with a glass coverslip,
allowed for intravital microscopic observations (Maurin et al., 2011).
One day after surgery, mice were checked on the presence of infection.
At the absence of infection, nude mice were implanted with a small ex-
cised part of F98 glioma. Before implantation, a photo of the host vascu-
lar network was taken using a Pentax IstDL camera mounted on a
macroscope (Leica MZ6). Photos of the tumour vascular network were
taken every 3 days after implantation using the same setup.

Experimental results

Under such conditions, tumour cells rapidly seek to recruit a vascular
network by releasing a diversity of growth factors among which the vas-
cular endothelial growth factor (VEGF). In less than two days, the angio-
genic response is visible. This starts with the apparition of hemorrhage
adjacent to the tumour. The vessels become leaky as the endothelial
cells forming the vessel walls start to respond to the VEGF signals. They
do so by releasing the bonds between them and by migrating up the
source of the signal. This event is shortly followed by vascular remodelling
and vessels dilation.

In 3 days the tumour implant is surrounded by a diffuse mass of small
vessels (Fig. 1). Vessels which initially formed inside the tumour mass are
often crushed by the increased pressure from the proliferating cells. Very
few vessels can subsequently penetrate the tumour to deliver the oxygen.
This leads to the formation of the necrotic core in the most central part,
surrounded by a thin rim of quiescent cells under the hypoxic stress.
Only the cells located at the most peripheral part of the tumour, where
space and oxygen are still available, remain able to proliferate.

Macrofluorescence imaging, involving the use of fluorescent probes
(FITC-dextran, rhodamine) into the vascular system of the mouse, gives
access to very detailed information about the structure of the neo-
vasculature, the red blood cells distribution into the network and the
vessels permeability. The use of fluorescent tumour cells, obtained by
transfection, provides a more quantitative information about cell prolif-
eration, death and invasion. The quantification possibilities offered by
the dorsal chamber setup are huge. In this paper we will only remain
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Fig. 1. Microscopic images of the vascular evolution resulting from the introduction of a
piece of tumour (under the form of glioma cells embedded in a piece of matrigel). On
the initial day (a), the piece of tumour is introduced under the glass of the skinfold
chamber. Three days later (b) alterations in the vascular network are clearly visible
with an increased density of small vessels around the tumour mass and the dilation
of most of the vessels of the initial network.

on a qualitative basis as a first step. The progressive integration of these
new elements is envisaged in a near future.

Skeletonisation of the vascular network

All procedures described for image analysis are performed using
Image]© software.

First, images are converted into grey levels. Then a window of interest
is selected and is chosen to correspond to a 5.5 mm-long square. This win-
dow is discretised by a 220 x 220 grid, where each element is a square of
25 pm which corresponds to the size of a single cell. A main traversing
vessel (across the window) is arbitrarily selected. One of its extremities
is taken as the reference point (big grey bullet mark in Fig. 2) from

s11

Fig. 2. Extraction of the skeleton of the vascular network in 3 steps. (1) A square win-
dow of interest is selected from image (side length of the square is 5.5 mm); (2) the
image is inverted and a brightness threshold is applied; (3) the nodes of the vascular
skeleton are detected and are used to define each vessel segment s; characterised by
their length L;, diameter D; and inclination from horizontal I;. The reference point for
segment numbering is arbitrarily defined (big grey bullet). We note that the stain indi-
cated by the white arrow is due to local bleeding which occurred when the dorsal win-
dow was implanted. It then quickly disappeared (see Fig. 1 which shows a later stage of
the same vascular network when the tumour is introduced).

which the parameters defining the first vessel segment are measured.
Each segment S; is defined by 3 parameters which are its length L;, its di-
ameter D; and its inclination I; from the horizontal. The segments are
numbered successively according to the following rules:

1. each time a bifurcation is encountered, the right segment is numbered
first until the end of the branch (a change in vessel inclination bigger
than 5° leads to a new segment),

2. we then return to the last (closest) bifurcation encountered and repeat
successive numbering of the right segments along the branch and so
on, until all branches are segmented.

Computational model

The computational model is developed in order to simulate experi-
mental observations made from the dorsal skinfold chamber. It aims at
describing the successive phases of tumour evolution starting with
(i) the initial avascular growth phase, followed by (ii) the hypoxic switch
for tumour cells leading to growth factor diffusion, (iii) the resulting an-
giogenic phase and (iv) the ultimate phase of vascular-depending tumour
growth. It is based on the coupling between two main modules under the
form of a cellular automaton to properly describe events down to the cell
scale. The first module describes the tumour evolution and integrates the
cell cycle and metabolism (oxygen consumption, hypoxia, cell prolifera-
tion and cell death) to simulate the hypoxic switch and the release of
growth factor. The second module describes the angiogenic process by
which the tumour becomes vascularised under the effect of the growth
factor. Angiogenesis involves vessel sprouting, branching and collapse
in response to blood rheological constraints. These two modules are
presented in detail in the following sections and relations between
them are summarised in the diagram of Fig. 3.

Simulation domain

The dorsal skinfold chamber comprises a titanium frame on one
side of the skinfold and a glass cover on the other side. The tumour
implanted is therefore sandwiched between the frame and cover
and constrained to grow mainly in a 2D space. Since events in the
third dimension are minimal, the computational model is based on
a cellular automaton evolving on a 2D grid. The simulation domain
(Fig. 4) is a 5.5 mm-long square, discretised by a regular (i, j)-grid
(G) with 220x 220 elements. The resulting size of each element is
Ax=Ay=25pum so as to correspond to the approximate size of a
real cell. A tumour cell thus occupies an element e(i, j) of the grid
and a vessel segment is defined between two horizontal or vertical
nodes N(i, j) of this grid.

Tumour growth

The tumour evolution is modelled by a cellular automaton in-
spired from the one previously described in Alarcon et al. (2003). It
is defined on the grid G where each element e can be empty (e=0)
or contain a tumour cell which can either be proliferative, quiescent,
apoptotic or necrotic (e=1,2,3 or 4 respectively).

VEGF
Tumour Growth ===ssie-  Angiogenesis

t '

Cell cycle and

metabolism Oxygen diffusion

Oxygen
consumption

Fig. 3. Relationship between the main modules and elements of the computational
model.
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Fig. 4. Simulation domain for the cellular automaton. Tumour cells occupy elements of the
grid (e) and the vessels occupy the edges of this grid defined between two nodes (N).

The transitions between the different cell types are conditioned by
the cell cycle and environmental conditions. More specifically the
level of oxygen available in the tissue and the available space will de-
termine if the cell will proliferate or die. The rules presented in the
flowchart (Fig. 5) are as follows:

« a proliferative cell becomes quiescent if the level of oxygen is below
the admissible threshold for proliferation «, the cell should addi-
tionally be phase-sensitive to hypoxia, that is in phase G;. The dura-
tion of this phase is given by fg,.

= if the level of oxygen is above the admissible threshold a, then the
cell can divide in two daughter cells, if in phase M, provided there is
enough available space. This means that an empty element e=0
adjacent to the cell must exist. This element receives one of the
daughter cell, whereas the other daughter cell replaces the mother
cell. The cell cycle duration is ruled by the parameter tcce.

PROLIFERATION

« if there is not enough space then the initial proliferative cell enters
apoptosis. The apoptotic stage lasts for a time £, during which the
cell keeps occupying the grid element until the cell is removed
which corresponds to the release of the grid element.

a quiescent cell can come back to a proliferative state if the level of
oxygen becomes normal again (>c,). However, if the oxygen level
keeps decreasing below the admissible quiescence threshold o and
if the cell is exposed for too long to this increased stress (for longer
than time Tjn;) then the cell becomes necrotic. The value of the
quiescent threshold o reflects the cell resistance to hypoxia. In
the case of necrotic death, the grid element occupied by the cell is
never released.

Note: according to the rule of the cellular automaton, it is assumed
that only the G; phase is sensitive to hypoxia. This means that if a cell
exposed to hypoxia while in another phase of its cycle (S, G, or M) it
will pursue its cycle unaffected by the lack of oxygen. However if
there is enough space for the cell to divide, the daughter cells which
start their cycles in G; will immediately enter the quiescent state.
This assumption can be justified by the fact that the G; phase is the
longest and most energy consuming since. It is the phase during
which the cell synthesises the proteins, including the enzymes, re-
quired for the subsequent phases. It is consequently assumed that
once the cell has passed the G; phase, it has accumulated enough en-
ergy to complete mitosis and oxygen is no longer necessary.

Cell division

The cell can divide if there is at least two empty elements e adja-
cent to its position among the 8 adjacent elements. It is assumed
that one of the daughter cell takes place in one of the transverse ele-
ment whereas the other daughter cell replaces the mother cell. The
probability for the daughter cell to occupy a specific empty adjacent
position is proportional to the distance between this position and
the mother cell position. So, the probability for a daughter cell to fill
one of the 4 transverse elements (right, left, up or down) is denoted
p and the probability for the cell to remain where it stands is p/v/2.

HYPOXIA

te
' no

Proliferative cell

A

tp+At

CELL DEATH Apoptotic cell

yes .

Quiescent cell

Necrotic cell

Fig. 5. Flowchart for tumour cell evolution. A timer is assigned to each cell to measure the time spent in a given state. tp is the timer assigned to proliferative cells. It is set to
tp=to =0 for the two daughter cells right after division of the mother cell occurring at the end of the M-phase when tp=t4 (mitosis). In normal oxygen condition, this timer is
incremented with time step At. When a cell enters hypoxia, that is the Go-phase, its timer tp is stopped and switched to to = 0. As long as the cell remains quiescent, its timer t,
is incremented by At. If oxygen becomes available again, the cell returns to the proliferation state and its timer is switched back to its value tp at which it was stopped. If the oxygen
level falls below a or if to>Tjimic then the cell becomes necrotic and switches irreversibly to timer ty which runs to infinity. The cell can also die by apoptosis (programmed cell
death). It happens in this automaton if space is lacking for cell division. In that case, the cell timer is switched also irreversibly to t4. It is incremented by At until it reaches its
limit t4 = tqpop above which the cell is killed and is cleaned from the simulation space. All parameters are given in Table 2.
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The probabilities are calculated so that the sum of probabilities for
the adjacent cells surrounding one dividing cell is equal to one.

Angiogenesis

The angiogenic process starts when tumour cells are lacking oxy-
gen and nutrients to sustain their growth. The cells then drastically
reduce their metabolism by stopping proliferation and thus reducing
their need for oxygen. This is the quiescent state or Go-phase which
can last for several months depending on the tumour cell type.

In this state, the cells seek to recruit a neovasculature to bring back the
oxygen that they need to return to proliferation. To that aim the quiescent
cells massively release vascular endothelial growth factors (VEGF) which
induces angiogenesis from the neighbouring vessels. Under the effects of
VEGEF, the endothelial cells forming the vessel walls detach from one
another, proliferate and invade the extracellular matrix towards the
source of growth factor, which also stimulates their proliferation. Some
sprouts progressively emerge from the parent vessels and grow guided
by the VEGF-gradient. Growing vessels can form branches and connect
to other growing vessels to form some loops by anastomosis. In this an-
giogenic process, the endothelial cells produce matrix metalloproteinase
(MMPs) that allow them to degrade the surrounding matrix of fibres
(such as fibronectin, collagen, laminin) and progress through the tissue.
Model variables are given in Table 1.

VEGF evolution

The variable V(x, y, t) denotes the VEGF concentration at location
(x,y) and time t and V (e) denotes its production rate at each grid el-
ement e. VEGF is assumed to be emitted with a constant rate Vemi by
quiescent cells only (e=2), 50 V(2) = Venic and V(e#2) = 0. It then
diffuses into the interstitial space and through the tissue. The VEGF
evolution is described by the following partial differential equation
inspired and adapted from Bauer et al. (2007):

Y V(e DYV AV W 0
where Dy is the VEGF diffusion coefficient, A the VEGF decay rate and
1) the VEGF uptake rate by endothelial cells. As in Bauer et al. (2007),
Vuptake depends on the local amount of available VEGF, V(e) and this
uptake cannot exceed a maximum value V. corresponding to the
saturation of all the VEGF receptors. For each element e of the grid,
half of the VEGF consumption of the n blood vessels v adjacent to e

are added (nmax=4). V ypake is thus evaluated from:

Vupmke(e) = %Z min(V(e), Vpgx)- (2)
v=1

Vessel sprouting

Endothelial cells forming the parent vessel walls start to detach from
one another, proliferate, migrate and invade to form some sprouts
under the stimulating effect of VEGF (Qutub and Popel, 2009; Welter
et al,, 2009). We define a sprout as the tip of a growing vessel. Conse-
quently the vessel is the result of the successive positions occupied by

Table 1
Model variables.
Variable Significance
V(x, y, t) VEGF concentration
fx,y, ) Matrix fibre density
m(x,y,t) Matrix degrading enzymes density
C(x, y, t) Oxygen concentration

nf; Boolean representing the presence (1) or the absence (0) of an
endothelial tip cell at a specific location

the moving sprout based on sufficient cell proliferation. As in the refer-
ence model (Stéphanou et al., 2006), we assume that the sprouting abil-
ity of the vessels increases with the local VEGF concentration (see
Table 3). We further assume as in Welter et al. (2008) that a forming
sprout inhibits further sprouting of the vessel. We set this inhibition dis-
tance to 50 um. Vessel sprouting inside the tumour is different than in
the normal tissue. Indeed, the tumour changes the nature of the vessel
wall by stopping angiogenic sprouting after a time delay "™ following
the growth of the tumour over the considered vessel (Welter et al., 2009).

Vessel growth

The cells at the tip of the growing sprouts then migrate up the
VEGF gradient (chemotaxis), while taking support on the fibres of
the extracellular matrix (haptotaxis). This results to the formation
of new vessels with radii rgprou. The mathematical model initially pro-
posed by Anderson and Chaplain (1998) to describe this scenario
using a Hybrid Discrete Continuum (HDC) formulation has been
since extensively used with some variations or additions on these
main hypotheses (Macklin et al., 2009; McDougall et al., 2006; Plank
et al., 2004; Stéphanou et al., 2006). The principle of the HDC model is
to couple continuum equations with a cellular automaton so as to be
able to describe the individual and specific characters of the cells. This
provides a finer description of localised events of cell-cell interaction
and cell migration (see appendix Appendix A and for full details of the
HDC model as it is implemented see Stéphanou et al., 2006). With
such a description, the displacement of the endothelial cells n;; in the tis-
sue, discretised using the 2D-grid (Fig. 4), is ruled by a set of probabilities
conditioned by the local environmental conditions as follows:

g+l _ g q q q q
ny; =Py +ni 1Py +ni_q Py + 1y P34+ 1j5_1Py 3)

where the position of the cell n;; at discrete time g+ 1 depends on the
probabilities Py to P4 for the cell at previous time g to remain where it
stands or to move in one of the four directions of the 2D-grid (right, left,
down or up respectively). These probabilities are related to the local gra-
dients of VEGF denoted V(x, y, t) and matrix fibres (such as fibronectin)
denoted f(x, y, t). Obviously, the cell cannot migrate backward since the
space is already occupied by the newly formed vessel. The cell displace-
ment in the associated direction k is therefore not possible and not
allowed by setting the related probability to P,=0.

VEGF is produced by the hypoxic tumour cells and its evolution is
given by Eq. (1). The matrix fibres evolution is given by the following
set of partial differential equations:

of B

e pn;; ymf, (4)
M _ n 4 DVPm—vm (5)
o0 Y '

where (3 is the production rate of fibres by one endothelial tip cell of a
sprout n;; (n;; is a Boolean variable with value 1 or 0, to materialise
the existence or absence of a sprout tip at the corresponding grid
node respectively). Endothelial cells simultaneously produce, with
rate o, a matrix degrading enzyme m(x, y, t) (metalloproteinase) to
ease the migration through the tissue. The matrix is degraded by
the enzyme with rate y. The enzyme diffuses in the tissue with diffu-
sion coefficient D and decays with rate v (details on this model can be
found in Stéphanou et al. (2006) and McDougall et al. (2010)). The
initial distribution of matrix fibres forming the tissue, that is before
angiogenesis starts, is assumed to be homogeneous with concentra-
tion value f(x, y,0) = fo.

Vessels collapse
Inside the tumour, endothelial cells of the co-opted vessels ex-
press angiopoietin factors, in particular Ang-2 which is known to
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perturbe cell-cell and cell matrix connections and is consequently re-
sponsible for destabilizing the vessel walls (Holash et al., 1999; Plank
et al., 2004). Moreover, tumour cells are also known to produce some
matrix degrading enzymes (metalloproteases and urokinase plasmin-
ogen activators) which also contribute in vessels regression (Macklin
et al,, 2009). Pericyte coverage is thus damaged and vessels in contact
with tumour cells are more fragile. In particular, when the wall shear
stress T, is too low, vessels tend to collapse. In our computational
model, we assume that if the wall shear stress falls below a threshold
value 7! that is 7,,<7" then the vessel has a mean survival time
ttdeat) (Welter et al., 2009). The expression of T, is given next.

Oxygen diffusion

The oxygen distribution in the tumour strongly impacts on the tu-
mour cells by affecting tumour cells states (proliferative, quiescent,
necrotic). Oxygen molecules are transported by the red blood cells
(RBCs) through the vessels. These cells can only circulate in vessels
with a radius >4 pm. From the hematocrit, which is the proportion
of blood volume occupied by circulating cells in the plasma (where
the RBCs represent the biggest fraction), the amount of oxygen in
the tissue can be evaluated. The hematocrit will be measured directly
in microvessels in future studies using a multizoom microscope.

Blood transport in vessels

RBCs in each vessel section of the network are transported at the
speed of the blood flow Q. RBCs reaching each node of the vascular
network are distributed in the vessels with outgoing amount propor-
tional to the blood flow in each vessel. Newly generated vessels are
unperfused and without RBCs until their tips merge with existing ves-
sels. In perfused vessels, the blood flow obeys the Poiseuille's law. It
depends on the vessel radius R and length L. It also linearly depends
on the pressure drop AP between the vessels extremities and on the
blood viscosity. The blood being a bi-phasic medium with a fluid
phase for the plasma and a solid phase comprising the red blood
cells, its viscosity u is not constant and varies with the hematocrit
(Hp) and with the radius (R) of the vessel where it flows. The
resulting blood flow in each vessel is thus given by:

_mR* AP 6
= 8L u(Hp R ©)

The function t(Hp, R) used to describe the apparent viscous behaviour
of the blood has been derived from experimental measurements (Pries et
al,, 1994). The interested reader is referred to this study for details. This
function has been extensively used in mathematical models and is also
detailed in the following contributions (Alarcon et al., 2003; McDougall
et al,, 2006, 2010; Owen et al., 2009; Stéphanou et al,, 2006; Wu et al,,
2009).

Blood flow is then computed on the basis of mass conservation at
each node of the network. This means that the sum of the flows at
each node (i, j) of the 2D-grid equals to zero. This procedure leads to a
set of linear equations for the nodal pressures (P) which is numerically
solved using a Successive Over-Relaxation (SOR) method. Once nodal
pressures are computed, the flows in each vessel can be deduced from
Eq. (6). The wall shear stress can easily be calculated from the blood
flow and is used to determine which vessels will collapse in the tumour.

_ 4 U(Hp,R)
Yo R

Q| (7)

Oxygen transport from the vessels to the tissue
Oxygen diffuses through the vessel walls and into the tissue where
it is consumed by the tissue cells. The convective flow due to the

pressure difference between the interior of the vessels and the inter-
stitial space is neglected. The spatial profile of oxygen concentration
is given from the following partial differential equation:

O D, V2C 4 Com—Coan )
where C is the concentration of oxygen in the tissue, C,y; is the rate of
oxygen passing through the vessel walls (emission rate of oxygen into
the tissue) and C ., is the rate of oxygen consumed by the tissue cells
where each tissue cell occupies one element e of the grid in the discrete
model (Fig. 4). C,,,; depends on the concentration difference of oxygen
between the interior of the vessel H, (assumed proportional to the he-
matocrit) and the exterior C(e) (Alarcon et al., 2003). It also depends on
the permeability of the vessel walls ‘y,. For each element e of the simu-
lation grid, half of the oxygen contribution of the n blood vessels v adja-

cent to e are added (Nqx =4). Copic(€) is thus evaluated from:

~ Yy

Comir(€) == > _ (H,—C(e)) 9
v=1

Although the oxygen tends to decrease as it is distributed through-
out the network, we here consider that this decrease is negligible. It is
therefore assumed that the total amount of oxygen carried through
the vessels is not limiting. The consumption rate of oxygen by the tissue
cells depends on the type of cells and is linearly dependent upon the ox-
ygen concentration C similarly to Alarcon et al. (2003):

kyC  for normal cells
~ ) kpC for tumour proliferative cells
cons ) koC  for tumour quiescent cells
0 for tumour necrotic and apoptotic cells

with kp > kN > kQ.
Results

Initial conditions

The microvascular network is extracted from experimental images
acquired in the dorsal skinfold chamber. Blood pressures in the net-
work have been defined for each boundary nodes of the network
and are based on two constraints. First, the maximum pressure
drops have to be located in the main vessels of the network. Second
this maximum pressure drop should not exceed 10000 Pa to remain
realistic. The radius of the initial tumour is 100 um. The tumour is po-
sitioned at the same location than in experiments. It is assumed that
all tumour cells are proliferative with a random age in the cell cycle
from O to 24 h. VEGF is assumed to be produced only by quiescent
cells. Consequently, the initial VEGF concentration is set to 0. The den-
sity of matrix fibres in the tissue is initially homogeneous. The initial
oxygen concentration in the tissue is derived from the hematocrit,
that is the rate of red blood cells, that we imposed in the main vessels.
We set its value to 0.45 which corresponds to the normal physiolog-
ical condition. The initial concentration field of oxygen, before tumour
implantation, results from the diffusion through the healthy tissue of
the oxygen carried by the vessels. This diffusion process is simulated
from an initial state without oxygen in the tissue until a stable oxygen
field is reached. The resulting oxygen field (corresponding to time
0 in the simulations) evidently depends on the submicrovascular net-
work (SMVN). The SMVN is defined as the regular pre-existing and
healthy microvascular network that ensures physiological oxygena-
tion of the tissue. Experimental observations with higher magnifica-
tion reveal its presence (Fig. 6). It appears as a regular network of
small vessels with approximate diameters of 8 um. The interdistance
measured between the vessels in a same plane is around 100 pm.
This corresponds to data from the literature (Secomb et al., 2004;
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Fig. 6. Visualisation of the healthy skin vasculature of a mouse at different scales. The picture on the left shows a macroscopic view of the vasculature (size of the window frame is
1 cm). A region is selected in this picture and is shown at a higher resolution (middle picture). Capillaries of the SMVN can be seen. Three zones are selected and the capillaries are
highlighted in each zone in the right panel. The average distance between the capillaries is around 100 pm.

Welter et al., 2008, 2009). We will consider two cases in the simula-
tions, one without the SMVN, related to a weakly oxygenated tissue,
and the other one integrating this SMVN (in addition to the microvas-
cular network extracted from the experimental images).

Model parameter values
Oxygen permeability and consumption parameters are set so that the
oxygen provided by the vessels diffuse with a limited distance of 100 um

around them (Secomb et al., 2004). Matrix degrading enzymes diffusion
and matrix fibres degradation parameters were estimated in order to
obtain a matrix fibre degradation of about 20%. Vessels with low wall
shear stress (below 7(©") tend to collapse in the tumour. The 7(©°"
value is fixed so that vessel collapse is just sufficient to induce tumour
hypoxia in the simulations with SMVN. This choice was done in order
to favour selective collapse in the microvascular network. Unstable ves-
sels mean survival time was chosen relatively high for the same reason.

Table 2
Parameter values.
Parameter Unit Value Significance Source
Vascular network and blood pressure
Tsprout pm 6 Radius of sprouting vessels Stéphanou et al. (2006)
tigwiteh) h 24 Time limit for vessel tumour sprouting Welter et al. (2009)
tigeath) h 60 Mean survival time of unstable segment (2)
lcot) Pa 4 Wall shear stress threshold for vessel collapse (2)
Ps, Pa 1000 Pressure at the boundary node of S; (2)
Ps, Pa 10,000 Pressure at the boundary node of S3 (2)
Ps, Pa 100 Pressure at the boundary node of S; (2)
Ps, Pa 4000 Pressure at the boundary node of Sg (2)
Ps,, Pa 8500 Pressure at the boundary node of S (2)
Ps,, Pa 9000 Pressure at the boundary node of Sy, (2)
Matrix fibre and matrix degrading enzyme
D mm?-h~! 104x10~3 Enzyme diffusion coefficient (2)
B h™! 0 Fibre production rate by endothelial cells (2)
y h—! 2.61x1074 Fibre degradation rate by the enzymes (2)
o h—! 130 Enzyme production rate by an endothelial tip cell (2)
v h! 1.30 Enzyme spontaneous degradation rate (2)
VEGF
Dy mm?-h~! 0.104 VEGF diffusion coefficient Stéphanou et al.(2005)
A h~! 0.650 Spontaneous degradation rate of VEGF Bauer et al.(2007)
n h! 1 Uptake rate of VEGF by endothelial cells Bauer et al.(2007)
Vinax h—! 0.06 Maximum VEGF absorption by a portion of vessel Bauer et al.(2007)
Vemit nu-s! 0.0145 VEGF emission rate by a quiescent cell -
Oxygen
Do, mm?-s ! 241x1073 Oxygen diffusion coefficient Goldman and Popel(2000)
Yp s ! 2.26x1077 Permeability to oxygen of the vessel walls (2)
ko s ! 1 Consumption rate of oxygen for quiescent tumour cells (2)
kp s ! 2xkq Consumption rate of oxygen for proliferative tumour cells Alarcon et al.(2003)
kn s1 1.57 xkq Consumption rate of oxygen for normal cells Alarcon et al.(2003)
Tumour cells
ap 0.25 Oxygen threshold for proliferation (2)
aq 0 or /10 Oxygen threshold for quiescence without or with SMVN See “Cell resistance to hypoxia”
Tiimic days 10 Time after which a hypoxic cell dies by necrosis Pons-Salort et al.(2012)
tapop h 5 Time for macrophages cleaning of dead cells Pons-Salort et al.(2012)
tc, h 10 G; phase duration Pluznik et al.(1984)
teycle h [20-23] Cell cycle duration Tyson and Novak(2008)

Values chosen to favour selective collapse of the vessels in the tumour.
2Pressures are fixed at the boundaries based on two constraints: the maximum pressure drop should be located in the main vessels and should not exceed 10,000 Pa.
3Evaluated from Stéphanou et al. (2006) in order to obtain a matrix fibre degradation of about 20% in the tissue.
“Set so that oxygen can only diffuse in the limited distance of 100 um.
SCorrespond to the oxygen level in a 50 um neighbourhood of a vessel.
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All parameter values regarding initial conditions, VEGF and oxy-
gen diffusion, tumour growth and vascular evolution are given in
Tables 2 and 3.

In the following, we first start by presenting numerical simulations
which compare tumour growth with and without the SMVN, in order to
determine the impact of the SMVN on tumour evolution. These simula-
tions are based on the experimentally observed initial networks of main
vessels presented in Fig. 1. We then have a closer look on the parameters
that have a strong impact on the tumour evolution. They are specifically
considered in order to evaluate their action on tumour growth, so that
the model can be adapted to a specific tumour in the future.

Influence of the SMVN on tumour growth

Weakly vascularised tissue

Fig. 7 presents the simulation of tumour growth where only the main
vessels, extracted from the experimental image (Fig. 2), are taken into ac-
count. Angiogenesis and tumour cell states (Fig. 7, line 1), oxygen concen-
tration (Fig. 7, line 2), matrix fibre density (Fig. 7, line 3) and VEGF
concentration (Fig. 7, line 4) are followed over 70 days.

After 10 days, we observe that the tumour is already vascularised.
Since the tissue is initially poorly oxygenated, proliferative tumour
cells rapidly become quiescent inducing VEGF release. The main ves-
sels located nearer to the tumour are hit first by the VEGF and start
sprouting and degrading the matrix fibre in the migration process
to rapidly reach the tumour.

After 30 days, a necrotic core is visible surrounded by quiescent
and proliferative cells which actively contribute in oxygen consump-
tion. Some vessels perfusing the tumour mass collapse if blood perfu-
sion (wall shear stress) is too low. This leads to the apparition of
isolated necrotic clusters and heterogeneous oxygen distribution in
the tumour mass visible 70 days later.

Homogeneously vascularised tissue

The SMVN is introduced in the simulation as the regular grid with
the properties defined in the initial conditions. As previously, angio-
genesis and tumour cell states (Fig. 8, line 1), oxygen concentration
(Fig. 8, line 2), matrix fibres density (Fig. 8, line 3) and VEGF concen-
tration (Fig. 8, line 4) are followed over 70 days.

The presence of the SMVN allows the tissue to be homogeneously
oxygenated. Consequently the proliferative tumour cells introduced
do not immediately become quiescent as in the previous case, but
can duplicate. However, the small tumour mass, as it starts to grow
during the first few days, induces the rapid collapse of the sub-
microvascular vessels which are located where the tumour is devel-
oping. The first quiescent cells appear and produce the VEGF signal
which promotes angiogenesis. The new vessels germinate from the
SMVN first. An angiogenic ring spreads with time as the tumour
grows thus maintaining a uniform oxygen field around the tumour.
A thin proliferative ring of tumour cells at the periphery is enough
to ensure the tumour growth. Quiescent cells form a second wider
ring located beneath the proliferative one and ensure the steady dif-
fusion of VEGF. A large necrotic core is visible at the centre of the tu-
mour after 30 days. This necrotic core represents the biggest part of
the tumour mass after 70 days. Matrix fibres degradation is due to
the endothelial cells as they migrate to form new vessels. We note
that the degradation pattern gives an indication on the speed of the

Table 3
Vessel sprouting ability depending on VEGF concentration.

VEGF quantity (normalised unit) in a grid element Sprouting probability per day

[0.005-0.1] 0.0025
[0.1-0.25] 0.007
[0.25-0.5] 0.015
>05 0.025

angiogenic process since higher degradation corresponds to slow in-
vading cells which have more time to degrade the matrix.

Comparison of the two cases

Figs. 7 and 8 show qualitative differences on tumour growth with-
out and with the SMVN. We now study these difference more quantita-
tively with comparisons of (i) the tumour growth rate, (ii) the tumour
cell state evolution and (iii) the evolution of the VEGF concentration.

Tumour growth rate

Figs. 9a and b compare respectively the evolutions with time of
the tumour cell quantities and of the tumour radius for the two tissue
cases (i.e. with or without SMVN).

The growth of the tumour is quadratic (Fig. 9a). It is faster when the
SMVN is considered with 40% more tumour cells after 70 days. The
growth rates measured from the expansion of the tumour radius plotted
in Fig. 9b give 12 um/day for the case without SMVN and 14 pm/day for
the case with SMVN. The faster growth is directly due to the presence of
oxygen delivered by the SMVN which maintains steady cells proliferation.

Tumour cell state evolution

Fig. 10 compares the evolutions with time of the quantities of the
tumour cells for each cell state and for each tissue case, without
SMVN (Fig. 10a) and with SMVN (Fig. 10b).

In the case without SMVN (Fig. 10a), the population of proliferative
cells dominates over the other cell types. After 70 days, there are three
times more proliferative cells than quiescent or necrotic cells. The prolif-
erative cell quantity increases proportionally to the surface (quadratical-
ly) contrary to the other cell types which increase proportionally to the
radius (linearly).

In the case with SMVN (Fig. 10b), the appearance of quiescent and
necrotic cells are delayed since it takes about a week for the prolifera-
tive cells to deplete oxygen and become quiescent and another week
for the quiescent cells to die through necrosis due to severe or pro-
longed hypoxia. The amount of necrotic cells rapidly takes over after
30 days. Contrary to the previous case (without SMVN) the quantity
of proliferative cells evolves linearly whereas the quantity of necrotic
cells evolves quadratically to become three times higher than the prolif-
erative or the quiescent cell quantity after 70 days.

Evolution of the VEGF concentration

VEGEF is released by hypoxic cells to recruit a vascular network
which will provide the missing oxygen. In this model we assumed
that only quiescent tumour cells release VEGF.

The evolution of the total VEGF quantity in the simulation domain
(Fig. 11b) thus follows the evolution of the quiescent cells population
(Fig. 11a). These evolutions are compared for the two tissue cases,
that is with or without SMVN. The evolution of the VEGF quantity is
smoother than the evolution of the quiescent cells (Fig. 11b). The dif-
ference is due to VEGF spontaneous degradation and to its consump-
tion by endothelial cells with a maximum uptake limited to V.

Fig. 11c shows the VEGF evolution between two consecutive days,
in other words the daily VEGF evolution. VEGF consumption can be
higher than its production. However, this is observed only for the tis-
sue case without SMVN. This event is correlated with decreasing
phases of the quiescent cells population (Fig. 11a).

Fig. 11d shows the evolution of the maximum VEGF quantity in the
tissue. Two very different evolution profiles are observed for the two
tissue cases. In the case with SMVN, the maximum VEGF quantity in-
creases rapidly to reach a plateau in 20 days. This is due to the homoge-
neous ring shape distribution of the quiescent cells. At the opposite, in
the case without SMVN, the quiescent cells are inhomogeneously local-
ised and form isolated clusters induced by the collapse of vessels in the
tumour. These clusters produce outbursts of VEGF which explain the
perturbed evolution of the maximum VEGF quantity. We note that
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Fig. 7. Simulation results of the tumour development in the dorsal chamber for the tissue case without SMVN. The tumour evolution is followed over 70 days. Top to bottom: vas-
cular network and tumour, oxygen concentration, degradation of matrix fibres, VEGF concentration, corresponding experimental vascular network (picture of last line).

one outburst of VEGF occurs a time t=48 days in the tissue case with
SMVN. It is due to the collapse of one of the main vessel of the vasculature
(last picture of Fig. 8, line 1) which led to the sudden decrease of oxygen.

The VEGF evolution is thus much steadier with the SMVN. The ef-
fects of local "accidents”, such as the local disruption of a main vessel,
are quickly absorbed by the presence of the SMVN which tends to ho-
mogenise the oxygen conditions. At the opposite, they are amplified
when this SMVN is absent.

Impact of some key parameters on tumour growth

The parameters taken to run the simulations are not specific of a
particular tumour type. Among the parameters that defined a tumour
type, there is the tumour cell ability to resist to the lack of oxygen. In
this section, the impact of this key parameter for the tumour evolu-
tion is evaluated so as to explore a broader spectrum of tumour
growth behaviours that can be encountered. This will be useful to
adapt the model to a specific tumour type at a later stage.

We also evaluate a parameter related to the vasculature with its
sprouting ability. The idea is to determine whether the increase of
the sprouting ability in the case without the SMVN can compensate
its absence regarding tumour growth.

Cell resistance to hypoxia

Tumour cells have the ability to survive under low oxygen concen-
trations. When the level of oxygen falls below the proliferation thresh-
old o, proliferative cells switch to a quiescent state characterised by a
reduced metabolism with reduced oxygen consumption. If the oxygen
level further decreases, below the quiescent threshold «y, quiescent
cells die of severe hypoxia. However these thresholds vary depending
on the tumour cell phenotype. The most aggressive phenotypes are
characterised by a greater resistance to hypoxia, where the cells can
survive with extremely low level of oxygen.

For the two considered tissue cases, the threshold oy between quies-
cence and necrosis taken for the simulations is different. In the weakly
vascularised tissue (i.e. without SMVN), the tumour cells necessarily
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Fig. 8. Simulation results of the tumour development in the dorsal chamber for the tissue case with SMVN. The tumour evolution is followed over 70 days. Top to bottom: vascular
network and tumour, oxygen concentration, degradation of matrix fibres, VEGF concentration, corresponding experimental vascular network (picture of last line). Two small zones
are defined in the first picture to follow the evolution of the vascular density. From left to right: zone1 and zone2.

need to be more resistant for the tumour to start developing. Indeed, in
the model, proliferative tumour cells are initially implanted at some dis-
tance from a feeding vessel where the oxygen concentration is very low.
Consequently, if the threshold ¢y is too high, the proliferative cells di-
rectly die through necrosis. This requires to lower o below the concen-
tration level to which the implanted proliferative cells are initially
exposed to. Since it is very low (below 0.025), o has been fixed to 0.
This means that the tumour cells are highly resistant and they can only
die when there is no oxygen at all (although they also die through apopto-
sis when space is lacking for cell division). In the other tissue case, where
the SMVN is present, the oxygen level in the tissue is much higher and the
value of ¢, can be elevated. It was then fixed to /10 as in Welter et al.
(2008). Tumour cells are less resistant in that case.

In the following simulation results, variations in the proliferative
threshold o, were considered. The different thresholds examined
are presented in Fig. 12 using the same colour code for oxygen as in
the earlier simulations. Figs. 12a-b show the evolution over time of

the quantity of living tumour cells (proliferative and quiescent) for
the two tissue cases (without and with SMVN). The ratios for each
cell state, proliferative, quiescent and necrotic are plotted separately
in Figs. 12c-d, e-f and g-h respectively.

Only when «, is very high (above 2.5), meaning that the tumour cells
need a lot of oxygen to remain proliferative, the population of living cells
can be totally eradicated (Figs. 12a-b). In both tissue case, the prolifera-
tive cells implanted immediately become quiescent (Figs. 12c-d). They
can only survive in this state for a limited time of 10 days before dying
through necrosis (Figs. 12e-h). In ten days, the vascular network rec-
ruited could not cover the oxygen needs of the quiescent cell population
to bring it back to proliferation and the cells eventually die. We note
that this oxygen threshold was deliberately chosen to be above the oxy-
gen carrying capacity of the vascular network to illustrate this extreme
situation.

At the other extreme, when q, is very low (o, =0.0025), which
corresponds to very resistant cells able to proliferate under low
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Fig. 9. Evolutions of the tumour cell quantity (a) and of the tumour radius (b) over
time.

oxygen conditions, no necrosis is observed (Figs. 12g-h). In the pres-
ence of the SMVN, the cells do not even become quiescent (Fig. 12f),
they remain proliferative and can only die through apoptosis when
space is lacking for cell division (Fig. 12d).

For an intermediate proliferative threshold (o, =0.25), which cor-
responds to an oxygen level close to the delivery amount from the
neovessels, transitions between the three different cell states occur in
both tissue case (with or without SMVN).

Sprouting ability of the vascular network

Endothelial cells forming the vessel walls detach and migrate to form
some sprouts under the effect of VEGF. We therefore assumed in this
model that vessel sprouting occurs with a probability which depends on
the VEGF concentration. The reference probability of sprouting ranges
from 0.0025 to 0.025 per day for VEGF concentrations ranging from
0.005 t0 0.5 nu.day ! (see Table 3). We study here the impact of changes
in these probabilities by increasing or decreasing them by a factor 10.

The increased probability of vessel sprouting is expected to induce
faster vascular growth and higher vessels density. In order to measure
these two effects an observation window, adjacent to the tumour (at
time t =30 days), is defined (Fig. 8). The total cumulated length of vessels
measured in this window, for different times, gives the evolution of the
vessels density. Displacement of the observation window, further away
from the tumour, allows one to evaluate the time it takes for the new
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Fig. 10. Cell quantity evolution with time for each tumour cell's state without (a) and
with (b) SMVN.

vessels to develop in this zone. We can thus estimate the propagation
rate of angiogenesis.

Fig. 13 compares the tissue cases without and with SMVN. When the
SMVN is present, angiogenesis is delayed. Whereas the first sprouts ap-
pear in a few days without SMVN, it takes about a week for the SMVN to
start sprouting. The existing vasculature slows down the occurrence of
hypoxia, that is the signal which triggers vascular growth.

For the highest sprouting probability (f=10), the vessel density
(observed in zonel) saturates in about 10 days after angiogenesis
started from the SMVN, whereas it takes two times longer to reach
saturation without the SMVN. Saturation has not yet occurred in
zone?2 at time t = 30 days for the two tissue cases, even for the highest
sprouting probability. The propagation rate of angiogenesis, that we
expect quicker without SMVN, is not significantly different between
the two tissue cases. Angiogenesis even starts developing later
when there is no SMVN, later than 10 days for the smallest sprouting
probability (f=0.1 and f= 1), compared to the case with SMVN. Only
when the sprouting probability is very high (f=10), angiogenesis oc-
curs faster when there is no SMVN.

The sprouting probability is “expressed” only when there is VEGF,
that is when tumour cells are hypoxic. It therefore takes more time to
reach hypoxia when the SMVN is present. However once hypoxia
starts, the SMVN which has a higher length of vessels from which
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Fig. 11. Evolutions with time of the quiescent cell quantity (a), VEGF quantity (b), VEGF quantity per day (c) and maximum VEGF concentration in the tissue.

sprouts can form, can grow quickly. To sum up, the hypoxic signal is
long to occur but the response of the tissue is fast thanks to the exis-
ting SMVN. In the other tissue case, where there is no SMVN, the hyp-
oxic signal is triggered almost immediately, but the response of the
tissue is slow due to the time it takes to grow new vessels from the
few existing ones.

The consequence of this effect on the evolution of the living tu-
mour cell quantities is visible in Fig. 14. When the SMVN is present
(Fig. 14b), the sprouting probability of the vascular network has no influ-
ence on the evolution of the population of tumour cells, since this net-
work is able to adapt instantaneously. In the other hand, when there is
no SMVN, the sprouting probability of the vascular network affects the
evolution of the tumour cell quantity, where an increase probability of
sprouting leads to a faster growth of the tumour cells (Fig. 14a).

Discussion

The ultimate aim of this work is to produce a computational model
to mimic the development of a tumour mass introduced in a dorsal
skinfold chamber so as to be able to virtually test a range of therapies.
A first step was to assemble the bricks of the model and to define the
most pertinent model hypotheses that take into account and match
the data that can be obtained from the experimental setup. The ques-
tion of the SMVN arose from reading the literature of the existing
models and from our preliminary experimental observations that
could not provide a clear answer. The aim of this contribution was
therefore to investigate the necessity of taking this SMVN into ac-
count in the computational model, either explicitly, implicitly (by
considering indirectly its effects on the oxygen field) or not at all.

We defined the SMVN as the regular pre-existing and healthy micro-
vascular network that ensures physiological oxygenation of the tissue. We
characterised this network as a regular grid of capillaries having a diame-
ter of 8 um and with an interspace distance of 100 um that we based on

our experimental measurements. Those are in agreement with values
reported in the literature (Secomb et al., 2004; Welter et al,, 2008,
2009). Based on a purely qualitative basis, simulations of angiogenesis
realised without taking into account the SMVN are comparable to ex-
perimental observations. The simulated vascular networks resemble
those obtained in these experiments. However, since the SMVN is not
visible at the macroscopic scale, that is at the scale of the dorsal window,
it remains difficult to assess its role. To that end, simulations have been
realised by systematically comparing two cases, with or without the
SMVN that we superimposed to the main vasculature extracted from
an experimental case. The aim is then to identify the main differences
between the two cases if any. These two cases correspond to a homoge-
neously or a weakly vascularised tissue respectively.

Our results show that taking into account the SMVN leads to a well
structured tumour with a large necrotic core, covered by a ring of quies-
cent cells and surrounded by a rim of proliferative cells. This hierarchical
structure leads to efficient tumour growth, since quiescent cells maintain
a stable VEGF signal that allows them to recruit continuously more vessels
which ensure the sustained proliferation of the rim cells. In the other case,
when the SMVN is not present, a different scenario is observed. The lack of
oxygenation in the tissue at the initial stage induces a delayed develop-
ment of the tumour. Then, the heterogeneous oxygen distribution in the
tissue leads to a more anarchic development of the tumour mass due to
outbursts of VEGF signals. The tumour is then mainly characterised by
the presence of several isolated necrotic clusters of smaller size than in
the previous tissue case where the unique necrotic core is big. Whereas
the necrotic state is dominating the tumour cell population (after the
first month) when the SMVN is present, the proliferative state dominates
when the SMVN is absent. Although the tumour grows slowly in this case,
it is however more active since most of its mass is alive. Experimental ver-
ification is now required to determine which scenario is most valid. For
example, immunostaining of the tumour mass to map the distribution
of the tumour cell types would be one mean to do this. Tumour cells
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transfected with a fluorescent protein may also be used to follow tumour
proliferation in parallel with tumour angiogenesis.

In a second part, parameters that are known to strongly influence the
tumour evolution have been tested in the two tissue cases (i.e. with or
without SMVN). The first parameter concerns the cell capacity to resist
to hypoxia. This parameter relates to the definition of the cell phenotype
and allows us to consider a broader spectrum of tumour growth behav-
iours that can be encountered. We observed that for a given phenotype,
the tumour evolution remains mainly directed by the intrinsic properties
of the cell population rather than on the initial degree of vascularisation of
the tumour environment. In other words, higher resistance to hypoxia fa-
vours tumour growth whatever the tissue case. We then tested the pa-
rameter that regulates the sprouting ability of the vascular network,
with the underlying idea that increasing this probability in the case with-
out SMVN would compensate its absence. This was indeed the case con-
cerning the speed of tumour growth that could be increased. In the
other hand, alterations of the sprouting capacity have no influence
when the SMVN is present due to saturation of the vessels density.

Since well vascularised tissue such as subcutaneous tissue is oxygen
consuming, the role of the SMVN is essential in their physiological oxy-
genation. Indeed, in consequence of the relative low solubility of oxygen
in tissue, it can only diffuse in a close neighbourhood around the vessels
(20 to 100 pm) if the cell consumption of oxygen is high (Secomb et al.,
2004). Consequently, the presence of the SMVN in the model at least im-
plicitly is required unless the tumour is already vascularised at the initial
state of the model (Cai et al., in press; Pons-Salort et al., 2012). However, is
it necessary to explicitly take it into account in computer simulations in
order to realistically reflect the tumour evolution as we observe it in the
dorsal skinfold chamber? We could consider not to represent the grid of
vessels but to replace it by a physiologic ground level of oxygen through-
out the tissue. This solution is not entirely satisfying since it cannot ac-
count for the changing conditions in the oxygen field. With a ground
level of oxygen, hypoxia cannot be reached and the tumour cannot pro-
duce the VEGF that triggers angiogenesis. Consequently, local variations
of the oxygen ground level have to be considered through oxygen con-
sumption by at least the tumour cells. But in that case, oxygen needs to
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be regenerated to avoid complete tissue necrosis. Finding the right oxy-
gen balance without the physical presence of the smallest vessel is there-
fore a complex issue.

Throughout the recent years, various models have been proposed
that take more or less explicitly into account the SMVN. Zheng et al.
(2005) presented a model where an oxygen basis is provided to the
tissue by pre-existing capillaries. Additionally the extra-tumoural tis-
sue is considered as non-oxygen consuming. This model has the ben-
efit to reproduce an oxygen gradient from the tumour periphery to
the core compatible with experimental observation. In that case, the
SMVN and its evolution with time is non-explicitly considered and
the model does not reflect the physical reality of oxygen consumption
in healthy tissue. In the paper by Macklin et al. (2009) the SMVN is
also considered implicitly in addition to the neovasculature issued
from a parent vessel in the model. The degradation of the SMVN is as-
sumed to be related to the presence of matrix degrading enzymes se-
creted by living tumour cells. This model integrates oxygen
consumption of the healthy tissue. It is based on the assumption
that neovessels issued from main vessels are stable contrary to the
submicrovascular vessels which collapse in the tumour. The major
limitation of the implicit integration of the SMVN is that the

contribution of these pre-existing capillaries in the angiogenic pro-
cess is not considered.

There are fewer theoretical models of tumour growth that explicit-
ly integrate the SMVN. Among those models we have been especially
interested by the models proposed by Bartha and Rieger (2006), Lee
etal. (2006), Paul (2009), Welter et al. (2008). These models integrate
the SMVN as a regular square grid formed by vessels having the same
radius. Similarly, Welter et al. (2008) use a regular hexagonal pattern.
Most models agree with a capillary interdistance of 100 pm and we
also took this value. The explicit integration of the SMVN gives access
to a better description of the tumour environment to reflect the het-
erogeneous tumour development. Indeed, capillary degradation is
not homogeneous but depends on their stability. Capillaries with
higher wall shear stress are not degraded in the tumour, this breaks
the symmetry of tumour growth has we could see it in our simula-
tions. More recent works of Welter et al. introduce varying vessels
radii. These variations depend on the branching pattern and lead to a
more selective collapse of tumour vessels (Welter and Rieger, 2010;
Welter et al., 2009). Angiogenesis of the SMVN can also be considered.
Recent works integrate this aspect, though in a simplified way since
sprouting vessels direction is not influenced by VEGF gradients
(Bartha and Rieger, 2006; Welter and Rieger, 2010; Welter et al.,
2008, 2009).

Conclusion

Taking into account the SMVN is obviously necessary to ensure
physiological oxygenation of the tissue. Its explicit integration in
theoretical models of tumour growth is relatively recent. These
models have highlighted its role. In this paper our aim was to deter-
mine whether it was necessary to have such an explicit integration
of the SMVN to reproduce tumour growth as we observed it in a
dorsal skinfold chamber on the mouse. We reach the conclusion
that the physical presence of the smallest vessels is required to ac-
count for the rapid response of the vasculature to tumour hypoxia
and to inversely reflect hypoxia induced by collapsing vessels.
However the integration as a regular grid is not necessarily the
best choice. We could incorporate instead a more detailed vascular
network, rather than exclusively retaining the main visible vessels
at the dorsal window scale such as we did. Moreover, one impor-
tant aspect that we have not considered is vessel remodelling.
Although we considered flow selection on the capillaries, we have
not integrated the effects of flow variations induced by vessels
collapse. These effects lead to vessels dilation or contraction and re-
inforce the role of vessels selection. We intend to especially focus
on this aspect for an improved version of a computational model
of tumour growth. This will be our next step towards our goal of
providing a virtual tumour, in the dorsal skinfold chamber context,
as a tool to investigate therapy.
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Appendix A. Endothelial cell equation in the HDC model

The Hybrid Discrete-Continuum (HDC) model is based on the
coupling between continuous and discretised equations the latter
provides a mean to approach the individual behaviour of the endo-
thelial cells. The model assumes that endothelial cells migrate
through random motility, chemotaxis in response to VEGF gradients
(VV) and haptotaxis in response to fibronectin gradients (Vf) in the



A.-C. Lesart et al. / Microvascular Research 84 (2012) 188-204 203

no

t=0 Update VEGF

t=0 Scale 7,

Update
Hematocrit

Scale 1,

3

OR.

L=t
OR

steady state
)

Update Oxygen

Scale T,

Fig. 15. Algorithm for the computational model. T is the main time step used for the simulation and is related to the slower time-scale (scale of hours). 71, 7, and 75 represent the
intermediate time steps to update the processes which occur on fastest time scales (from milliseconds to seconds).

extracellular matrix. If we denote by n(x, y, t) the endothelial cell
density per unit area, then the continuous equation describing endo-
thelial cell conservation is given by:

random

. hemotaxi: haptotaxis
N _Dvn—§ ”m\jmvv V- (nv Al
rTa n—V-(x(V)nVV) —pV-(nVf). (A1)

The displacement of each individual endothelial cell, located at the
tips of each growing sprout, is given by the discretised form of this
endothelial cell conservation equation. The discretisation performed
from Euler finite difference approximation leads to:

g+l _ g q q q q
ij = MNPy +nq Py + 0Py +155,4P3 + 1 1Py

n (A.2)
where i and j are positive parameters which specify the position of
the endothelial cell on the 2D grid i.e. x=1iAx and y =jAy. Time dis-
cretisation is represented by t = gAt. The migration of the individual
cell is determined by the set of coefficients P, which relate to the like-
lihood of the cell being stationary (Py), or moving left (P;), right (P5),
up (P3) or down (P4). These coefficients incorporate the effects of ran-
dom, chemotactic and haptotactic movement and depend upon the
local chemical environment within the tissue, i.e. P,(VV, Vf).

Appendix B. Algorithm and simulation parameters

All through the simulations, the space discretisation step used is
A= Ax=Ay =25 pm, corresponding to the space occupied by one
cell in the model. However, the model is multiscale regarding the
time step, which adapts to update the different elements during the
simulation, as shown in Fig. 15.

The main time step of the model 7 is equal to 0.01 days. It is the time
step used to update the tumour evolution and the microvascular network
along with the matrix degrading enzyme and the fibronectin degradation.
The model integrates three processes with smaller timesteps for VEGF
and oxygen diffusion, and for the blood flow which concerns the update
of the hematocrit. All these integrated processes are stopped when a
steady state is reached or when the elapsed time for the considered up-
date is about to overtake the main time step 7 (Fig. 15). VEGF concentra-
tion is assumed to be stable when variations are below 2.5% of its
maximum concentration.

All diffusion equations are solved with the ADI method and Neumann
boundary conditions. In order to be more accurate to represent VEGF and
oxygen diffusion, the timesteps used in the associated processes are re-
spectively fixed to 7 =A?%/Dy~22 s and T3 =A?*/Dg,~0.26 s. For each
time step T,, the hematocrit is only updated in the vessel sections

where hematocrit inflow and outflow are different. The value of this
time step varies over the simulation. It is set to the time which is neces-
sary to fill the vessel section which has the highest blood flow speed.

The code has been developed using Visual C++ and is potentially
available upon request.
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