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l. Introduction

L’'angiogenése est un processus central impligués dd®m nombreuses pathologies, en
particulier le développement tumoral [1]. Elle @spond a la formation de nouveaux
vaisseaux destinés a répondre aux besoins métaeslidqe la tumeur et a permettre sa
croissance. Le processus de l'angiogenese tumdédiete avec le « switch angiogénique »
observé a partir d’'une certaine taille (2-3 mmgl@tant laquelle la tumeur va mettre en route
les voies de signalisation afin de susciter le Wdpement de ces néovaisseaux. Ainsi,
'apparition de nouveaux vaisseaux permettant di@ssles besoins accrus de la tumeur est
une condition indispensable pour sa croissance @issémination.

La microcirculation est en effet essentielle dags fumeurs. Elle est impliquée dans le
maintien de I'homéostasie et du métabolisme tigmdal2] en permettant I'apport des
éléments nécessaires (oxygene, substrats énemgtiqellules, hormones, facteurs du
systeme immunitaire) et I'élimination des déchettaholiques (C¢. Elle comprend les
artérioles, les capillaires et les veinules, lgsllzares constituant le principal site d’échanges.
lls sont divisés en 3 types [3] : continu, fen&té&liscontinu. Les capillaires tumoraux sont
discontinus et caractérisés par des parametreoceinizulatoires différents notamment une
perméabilité capillaire augmentée. Pouvoir quasttifces paramétres « fonctionnels »
constitue donc un enjeu en pratique clinique.

L'étude de I'angiogenése a connu un essor condiié@s derniéres années ; d’'une part a
but cognitif pour comprendre le processus d’angiege tumorale, et d'autre part a but
thérapeutique avec Il'apparition de nouveaux tradets anti-angiogéniques [4] qui ont
révolutionné la prise en charge de certains careemdétruisant les vaisseaux plutét que les
cellules tumorales elles-mémes. L'imagerie a ue gantral pour ces deux objectifs car elle

permet I'étude longitudinalén vivo et en temps réel des vaisseaux, en particulier pou



'angiogenése tumorale. Elle a ainsi permis de meonque l'apparition de I'angiogenése
tumorale était un phénomeéne précoce dans la tuerargg [5] et que la microcirculation
tumorale était différente de celle des tissus noxn&lle a permis le suivi des nouveaux
traitements anti-angiogéniques ciblés apparus némeTh qui entrainent peu de régression
significative du volume tumoral et qui sont doncl inalués par les critéeres morphologiques
classiques basés sur la taille [6] [7] [8].

De nouvelles techniques d’imagerie fonctionnelle nedléculaire ont donc été
développées pour étudier la physiopathologie deglagenése comme l'imagerie dynamique
de la microcirculation (scanner et IRM : Imagera Résonance Magnétique) qui est basée
sur la cinétique de la concentration en agent déraste dans le tissu étudié au cours du
temps. L'imagerie dynamique permet de mesurer desnmetres reflétant la microcirculation
comme la perfusion (quantité de sang arrivantssutpar unité de volume) et la perméabilité
capillaire (passage a travers la barriére capmllaitans I'interstitium) sans visualiser
directement les microvaisseaux. Pour étudier ces gaénomenes la résolution temporelle
(au moins de l'ordre de la seconde pour la compesaarfusion) et la durée d’acquisition
(sur au moins 10 minutes pour la composante perifitépldoivent étre adaptées. Les
parameétres mesurés varient en fonction du typeagdlaire et du poids moléculaire de
'agent de contraste injecté. La relation entneté&nsité de signal et la concentration doit étre
connue pour pouvoir calculer les paramétres deitaogirculation. L'imagerie dynamique
avec injection peut étre appliquée en vidéomicrpgcet en IRM Les résolutions spatiale
(micron versus mm) et temporelle (milliseconde wusrsseconde) sont supérieures en
vidéomicroscopie par rapport a I'lRM.

Une autre technique d’imagerie permettant de gfi@nia microcirculation, mais aussi la
structure tissulaire tumorale est I'IRM de diffusiol'imagerie de diffusion évalue les

mouvements des molécules d’eau aprés applicatiogratiients de diffusion qui varient en



fonction de la composition et de I'organisatiorstisires. Moins les molécules d’eau sont
mobiles et plus l'intensité de signal sur la ségeede diffusion est élevée. Cette technique
détecte a la fois lemolécules d’eau mobiles dans les vaisseaux (rafléamicrocirculation
donc la perfusion) et les molécules d’eau mobilessdie milieu intra- et extra-cellulaires
(reflétant la cellularité tumorale et le compartithanterstitiel donc la diffusion restreinte). En
pratique cliniqgue on définit de maniére simplifill&DC (Apparent Coefficient Diffusion) qui
est calculé grace a l'utilisation de 2 valeurs dad@gnt de diffusion b (b=0 et une autre valeur
de b par exemple b=1000) selon la formule=S-e ™ P9 et qui refléte un mélange de
perfusion et de diffusion.

Cependant il est possible avec une analyse dulguus complexe selon le principe IVIM
(Intra Voxel Incoherent Motion) décrit par le Bihd8] de séparer les composantes de
perfusion et de diffusion. La limite de cette teigue est la durée d’acquisition qui augmente
avec le nombre de b et le choix des valeurs deub lgsquelles il n’y a pas de consensus.
L'utilisation de gradients de diffusion élevés asissi limitée par la diminution du rapport
signal sur bruit.

L'imagerie type BOLD (Blood Oxygen Level Dependengjuant a elle, utilise la
déoxyhémoglobine (Hb) paramagnétique comme agentcaidraste endogene. Sur les
séquences écho de gradient sensibles aux effesugbeptibilité magnétique, la déoxyHb
entraine des perturbations locales du champ mageégt donc une chute de l'intensité de
signal (IS). Cette diminution d’IS est proportiofiaex la quantité de déoxyHb. Ainsi plus un
tissu contient de déoxyHb plus I'lS est faible. Mesiations de quantité de déoxyHb peuvent
étre étudiées apres 'application de challengdsa(ation d’oxygéne ou de carbogene) et ainsi
tester la capacité des vaisseaux a répondre a rasssphysiologique. Cependant cette

technique refléte I'oxygénation tissulaire de memiadirecte car elle ne dépend pas que de la



saturation en oxygene de I'hémoglobine (Hadais aussi du volume sanguin et de la
perfusion.

Ainsi, ces différentes techniques permettent diaumie vision d’ensemble des
tumeurs, en prenant en compte leurs cellularit@stularisation (IRM de diffusion, imagerie
dynamique), et les conséquences métaboliques daclacirculation telles que I'hypoxie
(IRM par effet BOLD). L'imagerie permet donc d'étad les anomalies fonctionnelles des
néovaisseaux tumoraux, et de suivre l'effet de rdivteaitements sur la microcirculation
tumorale.

Une des pistes thérapeutiques possibles pour denrents anti-cancéreux est la
thérapie cellulaire. En effet, parmi les causedliopges dans les anomalies de structure et de
fonction des vaisseaux tumoraux, on retrouve désuttede migration et d’incorporation des
cellules muraleg10]. Les cellules murales sont des cellules musies8 lisses contractiles
situées dans la paroi vasculaire. Pendant longtelagistence et le réle des cellules murales
ont été négligés mais depuis quelgues années slgsa nouveau un sujet d'intérét de la
recherche sur l'angiogenese. Les cellules murahisrviennent dans la maturation, la
stabilisation et la normalisation des néovaisseaux interagissant avec les cellules
endothéliales. Leur défaillance dans les vaissemumoraux contribue a entretenir la
prolifération vasculaire anormale par défaut debibsation, et l'augmentation de la
perméabilité capillaire. Elles pourraient donc diner une cible dans une stratégie de
thérapie cellulaire qui consisterait a injecter des cellules murakessdes tumeurs afin d’en
inhiber I'angiogenése. Cette technique de thérapiilaire n’en est pour l'instant qu’au
stade de « preuve de concept ». Ainsi, 'imageaergait jouer un rble afin de visualiser et
suivre le devenir des cellules injectées dans &oigme pour s’assurer de leur présence
effective dans le tissu cible. imagerie cellulaire permettrait de répondre a cet objectif en

marquant des cellules vivantes avec un agent daaste afin de pouvoir les visualiser



(« tracking ») et étudier leur devenir (« homingmyivo en imagerie. L'imagerie cellulaire
peut correspondre a deux techniques : I'imagerieallales marquées préalablement in vitro
puis injectées in vivo, ou l'injection d’'un agerg dontraste capté par des cellules endogénes
cibles qui seront ensuite visualisées [11].

Ainsi, dans le cadre d'une stratégie de thérapikilage anti-tumorale par cellules
murales, I'imagerie cellulaire pourrait permettee gliivre le devenir des cellules injectées, et
imagerie fonctionnelle les conséquences sur lacrogirculation que ce traitement
entrainerait. La démonstration de la faisabilitéés techniques d'imagerie et leur capacité de
détecter un effet thérapeutique des cellules msi@hé constitué les objectifs de ma these. Ce
travail représente trois années de recherche, gusont déroulées au Laboratoire de
Recherche en Imagerie UMR 970, PARCC sous la dorectu Dr. Laure Fournier et du Pr.
Olivier Clément. Ces travaux ont nécessité la ndeeoeuvre de techniques d’'imagerie
morphologique et fonctionnelle a la fois a I'échethicroscopique (vidéomicroscopie de
fluorescence) et macroscopique (IRM) (tableau &k §équences BOLD et diffusion en IRM
avaient pour objectif de quantifier des paramétespectivement d’hypoxie et maturation
vasculaire, et de cellularité et vascularité. Ldéamicroscopie de fluorescence, une technique
d’'imagerie optique encore au stade expérimentals ropermis de quantifier la vascularité

tumorale et la fonctionnalité capillaire.
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Ainsi ce travail sera organisé de la fagon suivante
Dans un premier temps nous présenterons la métgidale la thése avec le choix du
modele tumoral et des méthodes d’'imagerie utilisées
Ensuite nous présenterons des travaux préalablessgeau point et de validation de
la technique de vidéomicroscopie de fluorescence.
Enfin nous détaillerons les résultats expérimentzhtenus dans notre modéle tumoral
qui s’articuleront autour de plusieurs axes :

- L’Imagerie morphologique pour mesurer la croissance tumorale (en IRM g¢tied a
coulisse) et la quantité de vaisseaux (densité awésculaire) en IRM, en
vidéomicroscopie et en histologie.

- L’Imagerie cellulaire pour visualiser la présence des cellules muralesjnées en
IRM, en vidéomicroscopie et en histologie.

- L’Imagerie fonctionnelle pour mesurer des paramétres d’hypoxie (BOLD en)IRM
de cellularité (diffusion en IRM), de « perfusion ¢diffusion en IRM et

vidéomicroscopie) et de perméabilité capillairel@omicroscopie).
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TECHNIQUES OUTILS OBJECTIFS
IMAGERIE
IRM Imagerie Cellulaire Visualisation des cellules

Imagerie morphologique
Séquence morphologique T
Séquence pondérée T2*

Imagerie fonctionnelle
Séquence diffusion

Séquence BOLD

Taille tumorale
Densité microvasculaire

Cellularité
Vascularité

Hypoxie
Maturation vasculaire

VIDEOMICROSCOPIE

Imagerie Cellulaire
Imagerie morphologique

Imagerie fonctionnelle

Visualisation des cellules
Densité microvasculaire

Hémodynamique microcirculatoir
Permeéabilité capillaire

1%

Tableau 1 : Techniques d'imagerie du travail de thge

Ce tableau résume les techniques d’'imagerie wggiskans le cadre du travail de thése et les
caractéristiques tumorales évalué
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ll. L'angiogenese

A. Angiogenese physiologique

La vasculogenése se déroule pendant le développesndoryonnaire et correspond a la
formation de vaisseaux a partir de cellules préauss(hémangioblastes, angioblastes).
L’angiogenése physiologique se déroule surtout gende développement embryonnaire
mais persiste chez l'adulte notamment durant ldecypwarien ou lors du processus de
cicatrisation [12]. Elle correspond a la formatid@ néovaisseaux a partir de vaisseaux pré-
existants. Des cellules endothéliales quiescentes$ ainsi activées par des facteurs de
croissance pour se diviser et former des structtubalées. Des cellules périvasculaires
(cellules murales) sont ensuite recrutées et fornu@e nouvelle lame basale autour des
cellules endothéliales. Le recrutement et la différation des cellules murales sont sous la
dépendance de signaux activateurs produits pacdiisles endothéliales elles-mémes [13,
14].

Lors de l'angiogenése physiologique, le processsts éroitement coordonné et régulé.
L’'association des cellules murales (CM) aux ceflulendothéliales (CE) joue un rble
stabilisateur et margue la fin de la dépendance&#esgis-a-vis des facteurs de croissance. Par
contre si les CM sont absentes, les tubes vaseslaaissants formés par les CE sont instables
et régressent ou restent sous la dépendance desirfacle croissance comme le VEGF
(Vascular Growth Factor). Le VEGF [15] est un destéurs pro-angiogéniques le plus étudié
dans la littérature. Le mode de régulation de sampression dépend notamment de
I'oxygénation des tissus. Des que le tissu se waarv condition d’hypoxie, comme c’est le
cas dans les tumeurs malignes [16], I'expressioWHE&F est augmentée. Le VEGF va
stimuler la survie et la croissance des CE pouonsiituer un réseau vasculaire. Il est

retrouvé a des taux élevés dans les tissus a fontnaver » comme les tissus foetaux, le
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placenta, le corps jaune et la plupart des tum&asroduction est aussi favorisée par un pH
bas, condition souvent associée a I'hypoxie damsulmeurs malignes.

Par contre en présence de CM, les tubes vascufamegs par les CE sont stabilisés ce qui
entraine la reprise de la circulation sanguine segau circulant donc fonctionnel), la
disparition de I'hypoxie et la diminution du VEGAinsi, I'incorporation de cellules murales
dans les parois des vaisseaux pourrait constitmersignal d’'arrét de la prolifération
vasculaire. Associées aux facteurs pro- et antieg@égiques, elles jouent donc un réle
essentiel dans la régulation des différents méoasstels que la perméabilité capillaire, la

prolifération, la migration des CE et la stabilite la matrice extracellulaire.

B. Angiogenese tumorale

Contrairement a ce que nous venons de décrire Hangiogenése physiologique, ce
processus présente un défaut de régulation datisntesirs malignes.

A partir d’'une certaine taille (2-3 mm), la tumesuscite la mise en place de nouveaux
vaisseaux pour alimenter sa croissance et assaresusvie: cette étape fondamentale
correspond au « switch angiogénique » décrit pdamian [17] [18]. L’angiogenése tumorale
est aussi impliquée dans le processus de métattagameurs malignes [19].

Ces néovaisseaux tumoraux se forment a partir dseaux pré-existants de I'héte ou grace
au recrutement de cellules endothéliales circutaistgues de la moelle osseuse [20]. Les CE
activées migrent vers les stimuli angiogéniquessgrar les cellules tumorales, se multiplient
et forment une colonne de migration.

Mais par opposition au processus physiologiquegi@genese tumorale est anarchique et les
vaisseaux des tumeurs malignes sont caractérisgduseeurs types d’anomalies [21] [22] :

des anomalies morphologiques (tortueux, irréguliers
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des anomalies de perfusion (défaut de fonctiornaliaisseaux non ou peu circulants,

perte du mécanisme de régulation artériolaire cuit dépillaire vasoconstriction et

vasodilatation)

des anomalies de perméabilité (larges fenestratamserture faible par les

CM, parois constituées de CE et de cellules turaesyal
Le défaut de couverture par les CM (figure 1) exysdi que le réseau vasculaire tumoral formé
reste dans un état primitif instable maintenu sbinfluence des facteurs de croissance
comme le VEGF. Le VEGF est retrouvé en quantitéoigmte au sein de la tumeur car il est
sécrété par les cellules tumorales elles mémes gtosluction est entretenue par I'acidose et
'hypoxie. Ces vaisseaux immatures peuvent doncmséntenir grace aux facteurs de
croissance méme en l'absence de CM. Inversemeadjofiction de cellules murales a la
tumeur pourrait théoriquement permettre de stopgp@rolifération des néovaisseaux. C’est

ainsi que ces cellules sont devenues une cibleagkéatique potentielle anti-tumorale.
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(a) (b)
Figure 1 : Couverture capillaire par les cellules marales
Microscopie confocale [23] illustrant la différenceorphologique entre un capillaire normal
(a) et tumoral dans le cadre d’'un carcinome pulmoag). Les cellules endothéliales sont
colorées en vert et les cellules murales (CM) amgeo Les CM sont nombreuses et réparties
régulierement dans le capillaire normal (tétes kéelies). Par contre dans le capillaire
tumoral, elles sont peu nombreuses et de répantaivarchique (tétes de fleches). Ce
phénomene pourrait expliquer les anomalies de fonoalité capillaire des tumeurs
malignes.

C. Cellules murales

Les cellules murales ont été décrites pouri&fais en 1873 par Eberth et Rouget [24] [25].

Selon le type de vaisseau, elles sont appeléeslexlmusculaires lisses vasculaires ou
péricytes [26]. Les cellules musculaires lissesculares sont présentes dans les gros
vaisseaux (artéres, veines) ou elles forment plusieouches concentriques autour des CE.
Les péricytes sont présents dans les artérioleveiaules et les capillaires ou ils forment une
couche unique discontinue autour des CE.

Les CM ont une forme stellaire avec de longs prgéonents cytoplasmiques qui interagissent
avec plusieurs CE et peuvent s’étendre a plusmap#laires (figure 2).
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Figure 2 : Culture de cellules murales en microscae optique

La cellule murale possede de longs prolongemernitplasmiques bien visibles au

microscope optique (grossissement x 20). Ces pgelments entourent le capillaire et entrent
en contact avec plusieurs cellules endothéliales.

Cependant, les CM restent encore mal connues agdahominations et des caractéristiques
diverses en fonction des organes. Un marqueur tgglele I'ensemble des CM n’a pas
encore été découvert [27]. Plusieurs marqueurs meanistochimiques peuvent donc étre
utilisés pour identifier les CM comme I'alpha SMA&nfiooth Muscle Actin), la desmine, le
protéoglycane NG-2 (Neuron Glial 2) mais aucun ttereux n’est spécifigue des CM ou ne
reconnait tous les types de CM [28]. L'expressiencds marqueurs a aussi un caractére
dynamique et varie en fonction des organes et ddestle développement vasculaire. Par
exemple RGS-5 (Regulator of G protein Signaling[Z)] est surexprimé par les cellules
murales dans les phases a fort potentiel angiogénfgngiogénése tumorale, angiogénése

ovarienne) et diminue sous traitement efficacerégbié anti-tumorale) [30].
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Comme indigué précédemment, les CM interagisseoitéihent avec les CE et sont
impliquées dans la régulation et la stabilisaties thibes endothéliaux en formation [31], [32]
lors de I'angiogenése (figure 3). Durant ce proggs$association des cellules murales aux
CE marque la fin de la dépendance des CE vis-desgsfacteurs de croissance et la stabilité
de la structure vasculaire. Par contre, si lesules| périvasculaires sont absentes, les tubes
vasculaires naissants formés par les CE sont iestab vont régresser si le VEGF, en tant
gue facteur de survie, n'est pas présent. Lesleslimurales ont un réle complexe dans la
structure et la fonction des microvaisseaux erwganent a plusieurs niveaux.

Les CM sécrétent des facteurs pro-angiogéniques aveeffet paracrine. Par
exemple la sécrétion d’Angiopoiétine 1 par les C8fule la survie et le
remodelage vasculaire des CE [33].
Les cellules murales ont aussi des propriétés actiigs car elles expriment
notamment l'alpha SMA qui est une protéine commuawec les cellules
musculaires lisses. Elles vont daguler le diametre et le flux sanguindes
capillaires [34]. Ce concept de régulation ddolactionnalité capillaire était
déja décrit par Ni en 1922 [35].
Le degré de recouvrement de I'endothélium par ldd Confére au
microvaisseau formé des propriétés structuraldsnetionnelles particulieres.
Ainsi, un faible recouvrement périvasculaire (ex: tumeur maligne) est
associé a untorte perméabilité alors qu’un fort recouvrement périvasculaire
(ex :systeme nerveux central) [36] [37] [38] essaasé a une perméabilité
faible.
L’effet thérapeutique des CM a déja été explorésdies modéles animaux. Dans un modéle
de neuroblastome chez la souris, le traitementirgarféron 3 permettait d’augmenter le

nombre de cellules périvasculaires, de stabilisgvhisseaux tumoraux et donc de participer
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a la diminution de la taille tumorale [39]. Dans modéle de carcinome prostatique (PC3)
chez la souris, les tumeurs transfectées avec natéime qui favorise I'attraction des cellules
murales (nétrine 4) avaient une croissance ral@atieapport aux tumeurs sans nétrine 4 [40]

(Lejmi et Plouet travaux non publiés).

Ce sont sur la base de ces travaux, et suite @allaboration d’abord avec I'équipe de Jean
Plouet a 'INSERM U689, Institut des Vaisseaux et®ang (Lariboisiére, Paris, France) et
ensuite avec I'équipe de JS Sylvestre (UMR 970ip&qa, PARCC, Paris, France) que nous
avons choisi d'étudier en imagerie le réle desubtedl murales dans l'inhibition de la

croissance et de I'angiogenése tumorales.
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Angiogenése Angiogenése
physiologique tumorale

Figure 3 : Réle des cellules murales dans 'angiogese

Schéma d'illustration de I'angiogenése physiologigt tumorale.

Durant I'angiogenese physiologique, les celluledahéliales (en blanc) forment des tubes
vasculaires. L'association des cellules murales (@mt) permet la stabilisation de ces
structures vasculaires qui deviennent circulanteenfbreux globules rouges).

Durant I'angiogenése tumorale, les cellules endliles forment des tubes vasculaires mais
la couverture par les cellules murales est failil€es structures restent sous la dépendance
de facteurs angiogéniques comme le VEGF. Les \aiggemoraux sont anormaux avec des
cellules tumorales (en gris) associées aux cellaledothéliales et des pores entre les cellules
endothéliales (capillaires discontinus).lls sontigenctionnels avec une circulation faible ou
absente (peu de globules rouges).
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D. Méthodes d’'imagerie de I'angiogenese

De nombreuses méthodes d’'imagerie s’offrent a mmus I'étude non invasiven vivo de
'angiogeneése, fournissant des informations a las feur la structure ihagerie
morphologique) et sur la fonctionifnagerie fonctionnelld de la microcirculation.

Les techniques disponibles se différencient par diésolution spatiale, résolution temporelle,

résolution en contraste, leur caractére ionisant, taractére invasif et leur codt.

1. Imagerie morphologique
a) Microscopie
La microscopie est considérée comme la méthodéfdeence d’étude de la microcirculation.
Elle présente la limite de n’étre réalisable quewsuéchantillon de petite taille, offrant une
étude de haute résolution spatiale, mais n’exptayaiune petite partie de la structure.
Trois techniques seront décrites ci-dessous, lelagewasculaire, la microscopie intravitale
et les coupes histologiques.

Les techniques de «moulage vasculaire» permetténtdier I'architecture vasculaire
en trois dimensions. Ils sont obtenus en injeaiastmatériaux tels du plastique, du gel ou du
latex par cathétérisme de l'artere afférente d'vgane immédiatement avant de sacrifier
'animal ou sur des organes prélevés qui serorntiensbservés en microscopie optique ou
électronique [41]. Cette approche met en évideree dnomalies morphologiques des
vaisseaux tumoraux (figure 4) mais I'observationpeet pas étre répétée. Il est possible de
mesurer la taille des vaisseaux, la densité vaiseula distance inter-vaisseaux et I'ordre de

division des embranchements.
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Figure 4 : Moulage vasculaire muqueuse colique [41]

L’'observation au microscope électronique du moukeggculaire de la muqueuse colique
normale (B) montre des vaisseaux réguliers avdéreificiation des différents éléments de la
microcirculation (artériole (a), veinule (v) et célpire (c)).

Le moulage vasculaire d’'un adénocarcinome coligdlenfontre des vaisseaux irréguliers
avec des zones centrales non vascularisées etehalesde difféerenciation de la
microcirculation.

Echelle = 100 microns
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Contrairement au moulage vasculaire, la microscpiavitale visualise les
vaisseaux tumoraunr vivo [42] [43]. Cette technique a constitué une avanceée
méthodologique considérable par rapport aux tectasignicroscopiques « statiques »
puisqu’elle permet une étude dynamique de la micolation [44]. Ces étudean vivo
développées chez I'animal ont permis de distingleedensité capillaire anatomique reflétant
la structure morphologique de la microcirculatioteedensité capillaire fonctionnelle
reflétant le nombre de capillaires perfusés.

Plusieurs types de préparations tissulaires peldtentéalisés :

modéle de « préparation tissulaire extérioriséeee &xposition chirurgicale de

'organe d’intérét qui permet d’étudier des tumeanthiotopiques mais la durée et la

fréequence d’observation sont limitées.

modele de « chambre cutanée » qui nécessite urantapon chirurgicale (par

exemple au niveau de la peau dorsale de I'animai$ permet des observations

prolongées et répétées (figure 5).

Il est possible de visualiser les anomalies momdigues, de mesurer la taille des vaisseaux,

la distance inter-vaisseaux, et la densité vagseulai
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Figure 5 : Microscopie intravitale dans le muscletsié et le gliome C6 chez la souris
L'observation par une chambre cutanée dorsale aprgstion de FITC (Fluoresceine Iso
Thyocyanate) Dextran 150 kDa [42] du muscle strantre des capillaires réguliers et de
répartition parallele (A).

Par opposition, les capillaires du gliome C6 impkans la chambre cutanée sont
irréguliers et de répartition anarchique (B) (grassement x 100).

Enfin, 'angiogenése peut également étre quantsfidgecoupe histologique par
marquage immuno-histochimique des cellules endialkséI(CD 31, CD 34). Les coupes
histologiques marquées sont observées au micropmypadentifier les zones de haute
densité vasculaire (« hot spots »). Le nombre @gsgaux par champ d’exploration est
comptabilisé pour obtenir la densité microvasceléilicrovascular Density ou MVD) qui
constitue un parametre pronostique clinique engbagfie tumorale.

Ces trois technigues microscopiques précédemmeritatésont invasives car elles

nécessitent le prélevement d’'un échantillon, deyiae ou son extériorisation.

Dans notre étude, nous avons utilisé une techmuueoscopique différente de celles citées
ci-dessus : l&idéomicroscopie de fluorescence

Le Cell vizio ™ (Maunakea Technologies, Paris, Eggnest un systéme novateur de
vidéomicroscopie de fluorescence fibrée développeéuyme « start-up » frangaise créée en
2000. Il permet de visualiser vivo la microcirculation de maniere peu invasive enapbsa

sonde laser souple au contact de l'organe d’inté@d@tus l'utilisons au laboratoire en
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recherche fondamentale depuis 2004. Il permet éivies les différences morphologiques des
vaisseaux, de mesurer leur diamétre et de difféeeries vaisseaux circulants ou non en
injectant un agent de contraste fluorescent. Il astiellement en évaluation clinique en
endoscopie digestive ou urinaire pour caractériesr Iésions épithéliales par « biopsie

optique » corrélée au résultat histologique.

b) Imagerie non invasive haute résolution

Les techniques d’'imagerie utilisées en pratiqueiglie comme I'échographie, le scanner et
'IRM ont une résolution spatiale insuffisante paisualiser directement les microvaisseaux,
mais des appareils dédiés petit animal sont digpemavec des résolutions pouvant atteindre
'ordre du micron (micro CT). En IRM des antennesite résolution (type cryosonde) qui
augmentent la résolution spatiale et/ou le rapgayhal sur bruit sont développées. En
echographie, 'examen doppler couleur sensibilmél’mjection d’'un agent de contraste type

microbulles peut mettre en évidence les microvaisséfigure 6) [45].
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Figure 6 : Métastase sous cutanée de cancer du rain échographie de contraste
(« Microflow Imaging ») [45]

L’étude de la microcirculation tumorale est réaksgvec une sonde haute résolution 60MHz

aprées destruction et accumulation de signal desobidles (« Microflow Imaging ») qui
sensibilisent la détection des microvaisseaux.

2. Imagerie dynamique de la microcirculation

Ces techniques s’intéressent a la modificatioradgubntité d’agent de contraste dans un tissu
en fonction du temps [46]. Le tissu est constit@e tibis compartiments : compartiment

vasculaire, interstitiel et cellulaire. Les agemis contraste utilisés en pratique ne se
distribuent pas dans les cellules. Apres injectidra veineuse, ils sont transportés dans les
tissus par la circulation et en fonction de leullegpassent ou non a travers la barriére

endothéliale dans l'interstitium.

a) Microscopie
La microscopie intravitale permet d'étudier 'hémgodmique de la microcirculation de
maniére invasive. Grace a linjection de tracedum®rescents par voie intra veineuse, la

perméabilité capillaire est mesurée en analysanimedifications d’intensité de signal au
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cours du temps dans le tissu (figure 7). Il faut e méme étre prudent dans l'interprétation
des données car cette technique ne permet d’étydiene partie de I'organe d’intérét et son

caractére invasif peut modifier les parametres oicculatoires [44].

() (b)

Figure 7 : Hémodynamique de la microcirculation ermicroscopie intravitale

A I'état de base (a) I'albumine FITC (agent de caste de haut poids moléculaire) reste en
intravasculaire dans les capillaires continus dustie strié de souris[44]

Aprés 'administration d’histamine qui augmentepklrméabilité capillaire, I'albumine FITC
passe dans l'interstitium ce qui se traduit par augmentation de I'intensité de signal en
périvasculaire (b).

b) Imagerie non invasive

L'imagerie dynamique permet la quantification dargteurs physiologiques caractérisant la
microcirculation, sans visualiser directement legravaisseaux. La technique d’imagerie
dynamique peut étre utilisée en échographie, emngteaou en IRM, chaque technique ayant
des avantages et des inconvénients.

L’étude de la perfusion nécessite une injectiodegn bolus par voie intra veineuse
avec des acquisitions temporelles élevées, deréodg la seconde au moins la premiere

minute ; alors que I'étude de la perméabilité dajpé requiert des résolutions temporelles
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moins élevées mais plus prolongées (la durée dégdenid taille de I'agent de contraste
injecté et du type de vaisseaux étudié).

Pour I'analyse des données, une ROI (Region Ofdateou Région d’'intérét) est tracée dans
une artére afférente et dans le tissu cible etagiciel d’analyse mathématique permet
d’extraire plusieurs parametres :

flux (mI/min/100 ml tissu) et volume (% ou ml/ml ¢iesu) sanguins tissulaires

temps de transit moyen (s)

perméabilité capillaire (ml/min/100 ml tissu)

La relation entre I'lS (Intensité de Signal) etglaantité d’agent de contraste est linéaire en
TDM ce qui simplifie la quantification. Cependardpn caractere ionisant limite son
utilisation de maniére .répétée et la durée tatalBacquisition.

En IRM, il est nécessaire d’établir un compromigreethes résolutions temporelle et spatiale.
La relation entre I'lS et la concentration n’estsdaéaire ce qui rend la quantification
complexe; par contre, son caractére non ionisalat gbssibilité de combiner I'acquisition de
perfusion a d'autres données fonctionnelles au scaldiun méme examen (diffusion,
spectroscopie, BOLD...) font de I'lRM une techniqueeahoix en imagerie dynamique.

En échographie, I'agent de contraste (microbuligigcté par voie intra veineuse est
un agent intravasculaire qui ne traverse pas legbas capillaires, et ne permet donc pas de
mesurer la perméabilité capillaire. Le principe lilmagerie de contraste en échographie
repose sur la destruction des microbulles par dedemtechniques particuliers. La cinétique
de remplissage capillaire par les microbulles apees destruction permet de calculer de
maniére semi quantitative :

le flux et le volume sanguins tissulaires

le temps de transit moyen.
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La relation entre I'lS et la concentration n’estsdaéaire ce qui rend la quantification
complexe. Les avantages de I'’échographie sont@msaibilité, son codt faible, son caractere
non ionisant, et le peu de contre-indicationsrgdition de I'agent de contraste.

En TEP (Tomodensitométrie par Emission de Positoesflux sanguin peut étre
mesuré avec de I'eau marquée 80’ qui est un traceur émetteur de positons. |l s'dgila
technique de référence non invasive de la mesula plerfusion. Cependant, elle nécessite un
cyclotron sur place puisque la durée de vie f®lest de I'ordre de 2 minutes. Il s’agit d’'une
technique codteuse, irradiante, avec une résolgtatiale faible de I'ordre du millimétre et

utilisée uniquement en recherche.

3. Imagerie de perfusion en séquence de diffusion (IVIM)

L'imagerie IVIM (Intra Voxel Incoherent Motion) aé définie en 1988 par Le Bihan [9] pour
visualiser les mouvements microscopiques des migigalieau. Les molécules peuvent se
déplacer selon deux phénomeénes : la diffusion@heabrownienne et le déplacement au sein
de la microcirculation correspondant a la perfusibnest donc possible de mesurer la
perfusion en IRM sans injecter d'agent de contrasfette technique nécessite le
développement de séquences constituées de plugiadients de diffusion (multi-b) et une
analyse mathématique du signal pour séparer les cimaposantes (diffusion et perfusion).
Elle est peu utilisée dans I'étude des tumeurs.

C’est une des techniques d’imagerie fonctionnelle gous avons utilisé dans ce

travail, et nous reviendrons sur la méthode de ftification.
4. Imagerie de I'hypoxie

a) IRM par effet BOLD

Cette technique d'imagerie est basée sur les ptégriparamagnétiques de la déoxyHb
comme agent de contraste endogene.
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L'effet BOLD consiste a mesurer les variations dif Rssulaire dans diverses situations
(activité, challenge) pour en déduire les modifaad de la concentration en déoxyHb dans le
voxel et donc de I'état d’oxygénation tissulairéanalyse du signal est complexe, car la
concentration en déoxyHb peut varier pour de mlekipaisons.

Nous avons également utilisé cette technique densravail et développerons la

méthodologie dans le chapitre correspondant.

b) TEP
Les nitroimidazoles sont des molécules ayant ume faffinité pour les cellules souffrant
d’hypoxie dans lesquelles elles s’accumulent. tla@ssi possible de marquer ces molécules
pour en faire des radiotraceurs utilisables en wiédenucléaire et envisager une imagarie
vivo de I'hypoxie [47] Ceci est aujourd’hui accessilde TEP clinique avec le FMISO

(Misonidazole marqué adFluor).
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lll. Méthodologie du travall

Nous avons réuni dans ce travail des méthodes géne macroscopique (IRM) et
microscopique (Vidéomicroscopie de fluorescence)r ggudier le réle des cellules murales
dans I'angiogenése tumoratevivo sur le plan cellulaire, morphologique et fonctiehn
I comporte donc plusieurs axes thématiques explqguar deux méthodes d'imagerie
complémentaires (figures 8, 9 et 10).
Axe 1 : Effet des cellules murales surcl@issance tumoraleen IRM et corrélation
clinique a I'aide du pied a coulisse.
Axe 2 :Imagerie cellulaire en IRM et imagerie optique pour visualiservivo le
recrutement des cellules murales lors du procefangiogenese.
Pour cela nous avons réalisé un marquage magnédiguguorescent des cellules
murales et les résultats en imagerie ont été éwi@l’histologie.
Axe 3 :Imagerie structurale des vaisseauavec étude des modifications du nombre
de vaisseaux apres [linjection de cellules murakls imagerie (IRM et
vidéomicroscopie) et corrélation histologique.
Axe 4 :Imagerie fonctionnellein vivo en IRM et vidéomicroscopie avec étude des
conséquences de l'injection de cellules muralesladonctionnalité des capillaires

tumoraux.
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Figure 8 : Axes thématiques du travail de these

Ce schéma résume les différents axes d’étude dalenanoral apres l'injection des cellules
murales: croissance tumorale, imagerie cellulaireagerie structurale des vaisseaux et
imagerie fonctionnelle. Deux techniques d'imagéifiRM et Vidéomicroscopie de
fluorescence) ont été utilisées.
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Figure 9: Imagerie cellulaire et fonctionnelle eniRM

Ce schéma illustre les axes d’'imageries cellulairéonctionnelle d’étude de I'angiogenese
tumorale en IRM.

Les globules rouges contenant de I'oxyhémoglobitig §ont représentés en rouge, ceux
contenant de la déoxyHb en bleu, les cellules drdiates en blanc, les cellules murales
(CM) en vert et les cellules tumorales en gris.

L’imagerie cellulaire permet de confirmer l'incorgation intra tumorale des CM marquées
magnétiquement.

Le BOLD (Blood Oxygen Level Dependent) étudie bixiget la maturation vasculaire d’un
tissu en mesurant les variations de déoxyHb atl'ééabase (sous air) et apres challenge (O
ou G,COy).

La diffusion IVIM (Intra Voxel Incoherent Motion][gnesure les mouvements des molécules
d’eau qui dépendent a la fois de la perfusion (neouents dans la microcirculation) et de la
proportion de molécules d’eau entre le milieu exeintracellulaires du tissu. Plus la
cellularité est élevée, moins les mouvements décoies d’eau seront importants.
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