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Samenvatting

Onder meer de wetenschapstak van de weefselengineering (waarin cellen en weefsels

in vitro gekweekt worden, voor toepassing in de regeneratieve geneeskunde) en het

onderzoek naar de bestrijding van kanker, zijn gebaat bij modellen die de prolifera-

tie en het gedrag van cellen nabootsen. Computermodellen zijn nuttig om inzicht

te verwerven in celgedrag onder diverse condities en om voorspellingen te kunnen

doen over de werkzaamheid van bijvoorbeeld een nieuwe kankertherapie. Zulk een

computermodel wordt in dit werk voorgesteld. Groei en gedrag van driedimensionele

avasculaire celaggregaten wordt gemodelleerd. Tal van aspecten van celgedrag zijn

erin opgenomen, zoals groei, metabolisme, deling, dood, fysische interactie en celcy-

cluspropagatie. Er is ook een onderscheid gemaakt tussen tumorcellen en normale

cellen.

Cellen zijn de basiseenheid in alle levende wezens. Hun gedrag is zeer veelzijdig

en ze reageren ook op een veelheid aan externe stimuli. Daarom wordt ook in het

model de individuele cel als basiseenheid genomen. Door de verschillende cellulai-

re basisprocessen in een model te gieten, kan nagegaan worden hoe cellen reageren

op omgevingsparameters van diverse aard. Het model bevat wiskundige, fysische,

chemische, biologische en computertechnische aspecten. Deze multi- en interdiscipli-

naire aanpak is de kracht van het model. Het model is ook eenvoudig uitbreidbaar

en aanpasbaar. Omwille van de gedetailleerdheid van het model is het echter vrij re-

kenintensief, waardoor het simuleren van weefselgedrag van grote celaggregaten over

een lange periode veel tijd in beslag neemt.

Via simulaties met dit model kunnen verschillende situaties nagebootst worden,

eenvoudigweg door de parameterwaarden te wijzigen. In combinatie met laboratori-

umexperimenten kunnen ze inzicht geven in celgedrag onder diverse condities. Dit

kan leiden tot een geoptimaliseerde behandelingswijze voor tal van ziektes en aan-

doeningen. Mits verdere verfijning en validatie kan dit model predictieve waarde

hebben.
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Abstract

Tissue engineering (an engineering science concerning the cultivation of cells and

cellular tissues in a lab, for their use in regenerative medicine) and research in can-

cer therapy, can benefit from computer models that describe cellular proliferation

and behaviour. Models may give insight into different aspects of cell behaviour un-

der different conditions and can predict the activity of a new cancer therapy for

example. Such a model is presented in this thesis. Proliferation and behaviour

of three-dimensional avascular cellular aggregates is modeled. Different aspects of

cellular behaviour are implemented in the model, like growth, metabolism, division,

death, physical interaction and propagation through the cell cycle. Also a distinction

between the behaviour of tumor cells and normal cells has been made.

Cells are the elementary unit in all living organisms. Their behaviour is complex,

and they react to a variety of different external stimuli. Therefore the individual cell

will also be the elementary unit in the model. The reaction of the cells to different

environmental parameters is examined by including the descripion of the main cellu-

lar processes. The model contains mathematical, physical, chemical, biological and

computer-technical aspects. Its strength lies in this multidisciplinary and interdis-

ciplinary approach. The model can also be adapted easily. But its high degree of

detail makes it computationally expensive. This makes it difficult to simulate large

tissues over a long period of time, because it takes too much time.

With the model, different conditions can be simulated, simply by altering the

parameter values of the model. In combination with in vitro experiments the model

may give insight into cellular behaviour under different conditions. This can lead to

a more optimised treatment of a variety of diseases. The model described here can

have predictive power, if it is further developed and validated.
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Gebruikte afkortingen

Afkorting Betekenis

3D driedimensioneel

ADP adenosine-5’-difosfaat

ATP adenosine-5’-trifosfaat

AFM ‘atomic force microscopy’

CA cellulair automaat

CDK cycline afhankelijke kinase

CFP ‘cellular fate processes’

CKI cycline afhankelijke kinase inhibitor

DEM discrete elementen model

DNA deoxyribonuclëınezuur

ECM extracellulaire matrix

ETK elektronentransportketen

FADH2 flavine adenine dinucleotide (gereduceerde vorm)

FasL Fas ligand

GTP guanosine-5’-trifosfaat

HDC hybride discreet-continuüm

HIF ‘hypoxia-inducible factor’

MMP matrix metalloprotease

mTOR ‘mammalian target of rapamycin’

NADH nicotinamide adenine dinucleotide (gereduceerde vorm)

OLM ‘off-lattice model’ (roostervrij model)

Pi anorganisch orthofosfaat

RNA ribonuclëınezuur

SCB ‘single-cell based’

TCA ‘tricarboxylic acid’; de TCA cyclus is synoniem voor de

citroenzuurcyclus
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Gebruikte afkortingen

Afkorting Betekenis

gl glucose

gr groeifactor

in inhibitor

la lactaat

ox zuurstof
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Verklarende woordenlijst

Actine Een eiwit dat onderdeel is van het cytoskelet in de euka-

ryote cel. Actine-moleculen maken deel uit van actine-

filamenten (ook wel micro-filamenten genoemd), een po-

lymeer van actine-monomeren. Ze geven de cel vorm en

maken het mogelijk dat de cel zich kan bewegen. In

spiercellen zorgen ze samen met myosine voor samen-

trekking, waardoor spieren kracht kunnen uitoefenen.

Bij de deling van een dierlijke cel spelen actine en myo-

sine een rol bij de insnoering van de cel tot twee nieuwe

cellen.

Affiniteit De sterkte van een chemische binding.

Anatomie (De leer van) de samenstellende delen van levende orga-

nismen.

Anisotroop Waarin een fysische eigenschap in verschillende richtin-

gen niet gelijk is.

Angiogenese De vorming van nieuwe bloedvaten.

Apoptose Geprogrammeerde celdood als onderdeel van de steeds

doorgaande verjonging van weefsels.

Autocrien Inwerkend op de cel die de signaalmolecule uitscheidt.

Avasculair Geen bloedvaten bevattend.

Aviditeit De gecombineerde sterkte van meerdere bindingsinter-

acties met een eiwit. Aviditeit geeft de gecombineerde

synergetische sterkte van bindingsaffiniteiten, in plaats

van de som van de affiniteiten van elke binding apart.
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Verklarende woordenlijst

Biomechanica Wetenschapstak waarin de wetten uit de natuurkundige

mechanica specifiek worden toegepast om (de beweging

van) biologische organismen, weefsels en cellen te be-

schrijven.

Cellulair automaat-

model

Een discreet model, gebruikt in computertheorie, wis-

kunde, theoretische biologie en microstructuurmodelle-

ring. Het bestaat uit een regelmatig grid van cellen (niet

in de biologische betekenis van het woord), elk in een be-

paalde toestand. Tijd wordt eveneens gediscretiseerd,

en de toestand van een cel op tijdstip t is functie van

de toestand van de omliggende cellen op tijdstip t − 1.

Elke cel volgt dezelfde regel van updating; elke tijdstap

wordt een set van regels toegepast op het volledige grid

om een nieuwe generatie te creëren.

Citroenzuurcyclus (synoniem: Krebs-cyclus) Een serie van (bio)chemische

reacties waarbij één van de uitgangsstoffen weer terug-

gevormd wordt. De reacties zijn samen verantwoordelijk

voor de laatste stap in de dissimilatie van eiwitten, vet-

ten en suikers tot kooldioxide en water. Daarbij wordt

een deel van de energierijke metabolieten (ATP, NADH,

etc.) gemaakt die de cel gebruikt. Bij anaerobe stofwis-

seling (afwezigheid van zuurstof) stopt de citroenzuur-

cyclus.

Chromosoom Draadvormige structuur in de celkern die de genen be-

vat. Een menselijke cel bevat normaal 46 chromosomen.

Ieder chromosoom bevat één spiraalvormig opgewonden

DNA-molecule.

Coarse graining Een techniek waarbij in een model op een hoger niveau

zo goed mogelijk de werkelijke kenmerken en het gedrag

van het onderzoeksobject overgenomen worden uit een

model op een lager niveau. Veelal wordt een model op

een hoger niveau gebruikt omwille van een beperkte re-

kencapaciteit.

Cytokinese Het in twee delen van het cytoplasma van een cel.
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Verklarende woordenlijst

Diffusie Twee mogelijke betekenissen: (1) Beweging van een deel-

tje door een verschil in concentratie, van een plaats met

hogere naar een plaats met lagere concentratie.

(2) Willekeurige (Brownse) beweging van een deeltje

door een groot aantal botsingen met relatief veel klei-

nere deeltjes.

Endotheel Binnenste bekleding van bloed- en lymfevaten.

Epidermis Opperhuid.

Epitheel Een laag van cellen die een extern oppervlak of caviteit

bedekken.

Extensie Celstrekking.

Fagocyt Vreetcel. Elke cel in het organisme die het vermogen

heeft vreemde materie (zoals bacteriën) in zich op te

nemen en door lysosomale activiteit onschadelijk te ma-

ken.

Fagocytose De vernietiging van in het organisme binnengedrongen

bacteriën, virusdeeltjes en andere schadelijke elementen

door fagocyten.

Fas ligand Een transmembraaneiwit dat behoort tot de tumor ne-

crose factor familie. De binding van een Fas ligand met

zijn receptor induceert apoptose.

Fibroblast De belangrijkste cel van het bindweefsel. Fibroblasten

zijn verantwoordelijk voor de synthese van de elementen

van de extracellulaire matrix.

Filament Vezel. Draadvormige structuur.

Filopodium Een fijne uitstulping van het cytoplasma aan de voorzij-

de van bewegende cellen; vergelijkbaar met een lamelli-

podium, maar smaller.

Fysiologie (De leer der) levensverrichtingen.

Glycolyse Omzetting van glucose tot pyrodruivenzuur in een op-

eenvolging van reacties, plaatsgrijpend in het cytoplas-

ma. Hierbij komt energie vrij.

Hemostatisch Bloedstelpend.

Homeostase Het bestaan van onderling op elkaar afgestemde proces-

sen die voor het leven noodzakelijke toestanden constant

houden.
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Verklarende woordenlijst

Hypoxie Een conditie waarbij weefsels in het lichaam als geheel

of in een bepaald deel van het lichaam niet voorzien

worden van voldoende zuurstof.

Integrine Celoppervlakreceptor die interageert met de extracellu-

laire matrix en een rol speelt bij diverse intracellulaire

signalen.

Interstitieel weefsel Het tussen het klierweefsel (parenchym) liggende bind-

weefsel; steunweefsel.

Kanker Kwaadaardige gezwelvorming, gekenmerkt door pro-

gressieve woekering van veranderde lichaamseigen cel-

len, welke hierdoor geen nuttige functie meer vervullen.

Verder wordt kanker gekenmerkt door verlies van celdif-

ferentiatie, invasieve groei en metastasering.

Lamellipodium Een cytoskeletale actine-uitstulping van de mobiele zijde

van een cel; breder dan een filopodium.

Laminine Een bepaald ECM-eiwit.

Ligand (betekenis in de biochemie) Een molecule die in staat is

te binden aan een biomolecule en er een complex mee te

vormen, waardoor het biologisch actief wordt.

Lysis Het vrijkomen van celmateriaal door breuk van het cel-

membraan.

Macrofaag (synoniem: mononucleaire fagocyt) Verzamelnaam voor

witte bloedcellen die in staat zijn om (delen van) andere

cellen ‘op te eten’, en op deze manier schadelijke stoffen

of bacteriën uit het lichaam te verwijderen”.

Metaboliet Een chemische stof die tijdens de stofwisseling ontstaat.

Metabolisme De verzamelnaam voor alle chemische reacties en inter-

acties die plaatsvinden in een biologisch systeem. Pri-

mair metabolisme omvat alle reacties met stoffen die

gevormd worden als onderdeel van normale anabolische

en katabolische processen, die resulteren in assimilatie,

ademhaling, transport en differentiatie. Voorbeelden

van primaire stoffen zijn suikers, aminozuren, nucleo-

tiden, . . . Het primair metabolisme wordt dan eenvou-

digweg gedefinieerd als het metabolisme van primaire

stoffen.
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Verklarende woordenlijst

Metastase Het proces waarbij een kanker zich verspreidt van de

plaats waar ze het eerst voorkwam als primaire tumor

naar andere locaties in het lichaam, via het bloed- of

lymfevatenstelsel.

Mitogen Een chemische stof (meestal een eiwit of eiwitachtige

stof) die een cel aanzet tot celdeling (mitose).

Mitose Deling van de kern van een eukaryote cel, waarbij DNA

condenseert tot zichtbare chromosomen.

Morfogenese Het ontstaan van anatomische vormen in de levende na-

tuur.

Morfologie (De wetenschap van) vorm en bouw van levende orga-

nismen.

Mutatie Een permanente wijziging/structurele verandering in

het DNA (erfelijk materiaal).

Myosine Een van de contractiele eiwitten van het spierweefsel.

Necrose Het plaatselijk ongecontroleerd afsterven van weefsel.

Dit kan veroorzaakt worden door schadelijke invloeden

van buitenaf.

Neoplasma Gezwelvorming, autonome groei van cellen of weefsels

tot goed- of kwaadaardige gezwellen.

Neoplastisch Gepaard gaand met nieuwvorming (neoplasma).

Nucleatie Het begin van een nieuwe fase in een materiaal, bijvoor-

beeld het begin van de vorming van een tumor.

Nutriënt Voedingsstof.

Oncologie Gezwelleer.

Oncogen Kankerverwekkend gen. Een gen dat betrokken is bij

het ontstaan van tumoren.

Oxidatieve fosfory-

lering

Proces in mitochondriën waarin ATP-vorming wordt

aangedreven door de transfert van elektronen van voed-

selmoleculen naar moleculaire zuurstof.

P:O verhouding Een maat voor de oxidatieve fosforylering. Het is de ver-

houding van veresterde fosfaatradicalen (die ATP vor-

men uit ADP) over het aantal zuurstofatomen, opgeno-

men door de mitochondriën.

Paracrien Inwerkend op een buurcel van de cel die de factor uit-

scheidt.
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Verklarende woordenlijst

Precursor Een stof die als voorloper dient voor een andere stof en

deel uit maakt van de nieuwe stof.

Proliferatie De toename in celaantal. Dit begrip moet onderscheiden

worden van celgroei, waarmee de toename in celvolume

van een individuele cel aangeduid wordt.

Proliferatief Zich voortplantend, uitbreidend.

Proteolyse Ontleding van protëınen.

Proto-oncogen Een gen dat bij verhoogde activiteit of expressie de ma-

ligniteit (kwaadaardigheid) van kanker doet toenemen.

Na deze veranderde werking spreken we van een onco-

gen.

Recidivering Het terugkeren van een tumor na chirurgische verwijde-

ring van de tumor.

Serum De vloeistof die overblijft als men bloed laat stollen en

het stolsel afcentrifugeert. De samenstelling is in grote

trekken vergelijkbaar met die van bloedplasma, behalve

dat de stollingseiwitten (zoals fibrinogeen) grotendeels

verwijderd zijn. De samenstelling ervan is: 91% water,

7% protëınen en 2% elektrolyten, voedingstoffen en hor-

monen.

Stochastisch Onderworpen aan een waarschijnlijkheidsverdeling, af-

hankelijk van een bepaalde kans of van het toeval. In

een stochastisch proces is de uitkomst niet precies ge-

kend, ook al is de begintoestand volledig gekend, dit

in tegenstelling tot een deterministisch proces, waarbij

de eindtoestand rechtstreeks kan afgeleid worden uit de

begintoestand.

Stoechiometrie De verhouding waarin chemische verbindingen met el-

kaar reageren en de verhouding tussen de uitgangsstof-

fen en reactanten van een chemische reactie.

Synergie Een begrip dat een proces beschrijft waarbij het samen-

gaan van delen meer oplevert dan de som der delen.

Tumor Een weefsel dat ongecontroleerd toeneemt in celaantal

en afmetingen.

In vitro In glas; in een reageerbuisje (bij onderzoek in een labo-

ratorium).
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Verklarende woordenlijst

In vivo Levend op of in het lichaam zelf.

Weefsel Een verzameling cellen die onderlinge samenhang verto-

nen.
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4.1.3 Discussie van de resultaten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86

5 Besluit 88

Bibliografie 90

xvii



Inleiding

In dit werk wordt een theoretisch model van de groei van dierlijk weefsel voorge-

steld. Beschrijvingen van celgroei, celdeling, celmigratie, celdood, celmetabolisme

en krachtwerking tussen cellen zijn allemaal in het model opgenomen. Het model is

gëımplementeerd in de programmeertaal C++. In het model worden de cellen als

individuele entiteiten beschouwd, die elk reageren op hun micro-omgeving. De cellen

worden beschouwd als niet-gedifferentieerde cellen in een avasculair weefsel. In de

biomedische wetenschappen worden modellen - naast de experimenten in vitro - van-

daag de dag steeds belangrijker in het zoeken naar betere therapieën voor kanker en

de optimalisatie van omgevingsparameters bij weefselengineering. Modellen kunnen

ons inzicht doen verwerven in de processen die het celgedrag bepalen.

In het eerste hoofdstuk worden twee belangrijke toepassingsdomeinen van weef-

selgroeimodellen toegelicht, om de relevantie van modellen te onderstrepen. Een

bespreking van tumorgroei en kankers wordt gegeven, gevolgd door een beknopt

overzicht van weefselengineering, een moderne technologie voor het in vitro kweken

van weefsels. Daarna komt er een korte bespreking van de reeds bestaande weef-

selgroeimodellen. In hoofdstuk 2 volgt een uitgebreider stuk literatuurstudie van

elementaire celbiologie, met een kwalitatieve en (indien beschikbaar) kwantitatieve

beschrijving op celniveau van celgroei, celdeling, celmigratie, celdood, celmetabo-

lisme en krachtwerking tussen cellen. Op deze informatie is het model gebaseerd.

In hoofdstuk 3 wordt dan het weefselgroeimodel voorgesteld. Zoals het model daar

beschreven wordt, is het ook geprogrammeerd. Het model, zowel de theoretische

beschrijving van celgedrag als de omzetting van deze beschrijving in C++ code, is

praktisch volledig eigen werk. Uiteraard zijn er met dit model simulaties uitgevoerd.

De resultaten van deze simulaties zijn beschreven in hoofdstuk 4, met een bondige

discussie van deze resultaten.

xviii



Hoofdstuk 1

Kanker, weefselengineering en

weefselgroeimodellen

In dit hoofdstuk worden twee grote toepassingsdomeinen van modellen van weef-

selgroei besproken, namelijk het onderzoek naar tumorgroei en weefselengineering.

Daarna wordt een overzicht gegeven van de bestaande modellen voor weefselgroei.

1.1 Tumorigenese en behandeling van kanker

1.1.1 Weefsel, tumor en kanker

Groei en differentiatie zijn essentiële eigenschappen van levende organismen. Nor-

male groei is gereguleerd. In het volwassen organisme wordt onder fysiologische

omstandigheden in de meeste weefsels geen groei meer waargenomen: de aanmaak

van nieuwe cellen is in evenwicht met het celverlies. Op celniveau gaat de groei in

de meeste weefsels echter levenslang door: voortdurend worden oude cellen vervan-

gen door nieuw aangemaakte. Celverlies vindt vooral plaats door geprogrammeerde

celdood, ook wel apoptose genoemd. Celaanmaak vindt plaats door celdeling (mito-

se). In sommige weefsels, zoals beenmerg, darmslijmvlies en epidermis, is de celgroei

zeer actief; er is voortdurend celverlies en er worden eveneens continu cellen aan-

gemaakt. Deze weefsels worden gekenmerkt door de aanwezigheid van stamcellen

die ongedifferentieerd zijn en proliferatieve eigenschappen behouden (Bosman & Van

Krieken, 2004).

Bij tumorgroei is het evenwicht tussen celafbraak en celaanmaak verstoord (Wag-

ner, 2008, Bosman & Van Krieken, 2004); er worden meer cellen gevormd dan er
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1. Kanker, weefselengineering en weefselgroeimodellen

afsterven. Dat kan zowel door vermeerderde celaanmaak als door verminderde apop-

tose. Deze graduele toename in celaantal geeft een groeiende massa van weefsel,

dat dan ‘tumor’ of ‘neoplasma’ genoemd wordt (Wagner, 2008). Apoptose speelt

een belangrijke rol in de tumorbiologie, enerzijds omdat verlies van het vermogen tot

apoptose tot tumorgroei kan leiden en anderzijds omdat het werkingsmechanisme van

veel chemotherapeutica en van radiotherapie ten minste ten dele het aanschakelen

van apoptose omvat (Bosman & Van Krieken, 2004).

Gezwellen zijn wat hun groei betreft in meer of mindere mate autonoom en reage-

ren niet adequaat op de groeiregulerende mechanismen waaraan de overige weefsels

van de drager van de tumor onderworpen zijn. Een tumor of gezwel kan gedefinieerd

worden als een weefsel dat ongecontroleerd toeneemt in celaantal en afmetingen. Een

kanker is een kwaadaardige tumor, met de karakteristieke eigenschap van ongecontro-

leerde groei die leidt tot ongelimiteerde expansie. Kankercellen kunnen nabijgelegen

weefsels binnendringen of zich verspreiden via de bloedstroom of het lymfenvatenstel-

sel (metastase) (Wagner, 2008). Kanker is niet één ‘ziekte’, maar moet beschouwd

worden als een verzamelnaam voor een grote verscheidenheid aan ‘ziekten’, die per

orgaan sterk verschillen van origine, celtype, biologisch gedrag, behandeling en prog-

nose (Bosman & Van Krieken, 2004).

Verschillende kankertypes De verschillende kankers kunnen ondergebracht wor-

den in een van de volgende types (Wagner, 2008):

� Carcinoma, het meest voorkomende type kanker, komt voort uit externe en

interne lichaamsoppervlakken. Long, borst- en darmkanker zijn van dit type.

� Sarcoma is een kanker van ondersteunend weefsel, zoals bot, kraakbeen, vet-

weefsel, bindweefsel en spierweefsel.

� Lymphoma is een kanker die zijn oorsprong vindt in lymfeknopen of het im-

muunsysteem.

� Leukemie is kanker van niet volgroeide bloedcellen uit het beendermerg, die de

neiging hebben te accumuleren in de bloedstroom.

Eigenschappen van kankercellen Kankerweefsel heeft een typisch uitzicht onder

een microscoop. Het bevat een groot aantal onregelmatig gevormde delende cellen,

2
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variatie in grootte en vorm van de celkern, variatie in celgrootte, verlies van ge-

specialiseerde celkenmerken, een verlies aan normale weefselorganisatie en een vage

afbakening van de tumor (Wagner, 2008) (zie figuur 1.1).

Figuur 1.1: De verschillen tussen een normale cel en een tumorcel (Wagner, 2008).

Groei De tijd die een tumor nodig heeft om zijn volume te verdubbelen, kan af-

hankelijk van het tumortype en de omstandigheden variëren van dagen tot jaren.

Deze volumetoename is afhankelijk van de tijd die verloopt tussen twee celdelingen,

de groeifractie (het percentage cellen dat actief groeit) en het aantal cellen dat in een

bepaalde periode afsterft. De groeisnelheid van tumoren in vivo is niet eenvoudig uit

de groeifractie en de celcyclusduur af te leiden omdat er belangrijk celverlies is door

necrose en/of apoptose (Bosman & Van Krieken, 2004).

Het belang van celcyclusregulatoren in de oncologie is groot: bij veel vormen van

kanker is het evenwicht verstoord waardoor de cellen ongehinderd blijven prolifereren.

Veel nieuwe vormen van medicamenteuze kankertherapie zijn dan ook gericht op

celcyclus regulerende eiwitten (Bosman & Van Krieken, 2004).
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1.1.2 Tumorigenese

Het uitvallen van de normale regulatiemechanismen in weefsels is meestal te wijten

aan accidentele wijzigingen in het DNA (mutaties). Sommige gemuteerde cellen

kunnen de regulatiemechanismen die celproliferatie controleren omzeilen. Hierdoor

kunnen ze een excessieve proliferatie ondergaan, waardoor een cluster gemuteerde

cellen ontstaat, een tumor (Alberts et al., 2004, Lambie, 2007).

Initieel zijn tumoren veelal avasculair, ze krijgen geen bloedtoevoer, en zijn voor

de aanvoer van nutriënten en afvoer van afvalstoffen afhankelijk van diffusie door het

omliggende weefsel. Dit heeft tot gevolg dat een tumor in de avasculaire fase maar tot

een beperkte grootte (enkele millimeters) kan uitgroeien, bepaald door de beperkte

af- en aanvoerflux van nutriënten en afvalstoffen (Nordsmark et al., 1994, Helmlinger

et al., 1997, Busini et al., 2007). Veelal ontwikkelt er zich in het centrum van de tu-

mor een necrotische kern van dode cellen (ten gevolge van het gebrek aan nutriënten

en/of de overmatige aanwezigheid van afvalstoffen). Dit heeft te maken met diffu-

siebeperkingen, m.a.w. via diffusie kan het transport van nutriënten en afvalstoffen

niet snel genoeg gebeuren, zodat afvalstoffen zich opstapelen en de aanvoer van nu-

triënten niet vlot genoeg verloopt (Venkatasubramanian et al., 2006). Rond deze

kern van dode cellen bevindt zich nog een tussenlaag van quiescente cellen (cellen in

rustfase, de G0-fase van de celcyclus) en nog een buitenste dunne laag van zich pro-

liferende cellen (Brown, 2000). Chemotherapeutische bestanddelen zijn niet effectief

tegen quiescente cellen, en daardoor is deze manier van kankertherapie niet efficiënt

bij tumoren met een sterk quiescent karakter (Venkatasubramanian et al., 2006).

Na een initiële groeiperiode bereikt de tumorcelmassa een stationaire fase. Hierna

kan de tumor in twee richtingen evolueren. Een eerste is de blijvende stabilisatie van

de celmassa, wat een goedaardige tumor genoemd wordt. Anderzijds, bij kwaadaar-

dige tumoren (ook kanker genoemd), is er verdere proliferatie van de tumorcellen.

Dit is enkel mogelijk bij overgang naar de vasculaire fase (Carmeliet & Jain, 2000).

Dit betekent dat er een bloedvatennetwerk gevormd wordt tussen bestaande bloed-

vaten en de tumor. De tumor bevindt zich dan niet langer in een gëısoleerde positie

temidden van lichaamsweefsel, maar komt in contact met de bloedsomloop. Dit zorgt

voor verhoogde af- en aanvoermogelijkheden van nutriënten en afvalstoffen en verdere

groei van de tumor. Tevens kunnen tumorcellen nu in de bloedbaan terecht komen

en zich nestelen in omliggende weefsels ter vorming van nieuwe tumoren (metastase)

(Lambie, 2007).

Aan de basis van ongecontroleerde celproliferatie liggen een aantal factoren die
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niet steeds eenduidig te definiëren zijn. Zo is er de invloed van de leefomgeving (aan-

wezigheid van schadelijke chemicaliën, infecties, roken, straling), erfelijke overdraag-

baarheid van bepaalde mutaties, aandoeningen zoals obesitas, enz. De ontwikkeling

van een tumor vindt zijn oorspong in de accumulatie van mutaties die overgebracht

worden op de dochtercellen bij deling van de moedercel. Meestal gaat het niet om

een enkele mutatie maar om een aantal mutaties. Deze geven de cel mogelijk een

competitief voordeel ten opzichte van niet-gemuteerde cellen. Dikwijls muteert het

genoom van de kankercellen nog verder bij verdere uitgroei van de tumor: bijvoor-

beeld door selectiedruk, gëınduceerd door zuurstofgebrek, met uitgroei van de meest

competitieve cellen tot gevolg (Lambie, 2007).

1.1.3 De derde dimensie brengt nieuwe uitdagingen

In vitro systemen worden als testsysteem gebruikt om in vivo situaties na te bootsen

en inzicht te verwerven in de mechanismen die betrokken zijn in de groei van celpopu-

laties, omdat ze eenvoudig te manipuleren zijn, in tegenstelling tot in vivo systemen

(Müller-Klieser, 1987, Sutherland, 1988). Ze laten toe systematische studies uit te

voeren op de groeidynamica van celpopulaties zoals tumoren (Drasdo, 2005). Een

vaak toegepaste experimentele techniek is de monolaag cultuur, waarbij cellen groei-

en in een petrischaal gecoat met specifieke eiwitten, zoals ECM componenten, en een

vloeibaar medium met een specifieke samenstelling (o.a. voedingsstoffen en groeifac-

toren) (Balkovetz, 1999, Freshney, 1983). De meeste cellen zijn echter niet aangepast

om te leven in suspensie; ze moeten verankerd zijn aan een vast oppervlak om te kun-

nen groeien en delen (Assoian, 1997, Klekotka et al., 2001). Bijgevolg stoppen veel

cellen met prolifereren wanneer ze uit de monolaag groeien (Klekotka et al., 2001, Li

et al., 2003, Warchol, 2002). Dit fenomeen wordt ‘contactinhibitie van groei’ of ‘den-

siteitsbeperking van groei’ genoemd. Naast groeifactoren en cel-substraat adhesie,

cel-cel adhesie (Aplin et al., 1999, Li et al., 2003, Warchol, 2002) en apoptose (Stu-

pack & Cheresh, 2002), is selectieve geprogrammeerde celdood bij een verlies van cel-

substraat contact een belangrijke factor in groeicontrole (Drasdo, 2005). Sommige

kankercellijnen verliezen controlemechanismen, zoals contactinhibitie, verankering-

afhankelijke proliferatie en apoptose, wat hen toelaat om te groeien in bolvormige

aggregaten in suspensie, zonder substraatcontact (Künz-Schughart, 1999, Santini et

al., 2000).

Chemotherapeutische middelen die veelbelovende resultaten geven in studies met

monolaag weefselculturen zijn veel minder effectief in tumoren, omwille van uitge-
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sproken diffusiebeperkingen in basisnutriënten als glucose en zuurstof, waardoor de

binnenste regionen necrotisch worden in in vivo tumoren (Venkatasubramanian et

al., 2006).

In vitro sferöıdale celaggregaten kunnen echter wel een goede nabootsing van de

heterogene micro-omgeving van in vivo driedimensionele weefsels zijn, iets wat in

monolaagculturen niet voorkomt (Künz-Schughart, 1999, Sutherland, 1988). Cellen

die groeien in driedimensionele matrices verschillen van reguliere celculturen qua

adhesiecontacten, communicatiemechanismen en andere responsen (Cukierman et al.,

2002).
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1.2 Weefselengineering

Inleiding De stijgende levensverwachting, in combinatie met de steeds hogere eisen

die gesteld worden aan de levenskwaliteit, plaatsen de gezondheidszorg voor nieuwe

uitdagingen. Veroudering is immers onherroepelijk verbonden met degeneratie van

weefsels en organen. De vervanging hiervan door hetzij (lichaamsvreemde) implan-

taten, hetzij donorweefsels of organen, houdt echter belangrijke beperkingen in. Zo

zijn organen niet onbeperkt beschikbaar waardoor elk jaar duizenden patiënten ster-

ven, wachtend op een orgaantransplantatie. Artsen hebben al pogingen ondernomen

om de functie van falende organen over te laten nemen door synthetische vervang-

middelen, maar deze bieden meestal slechts een tijdelijke oplossing. Bovendien is er

steeds een potentieel risico op afstotingsverschijnselen en infecties. Een nieuwe, hoog-

technologische aanpak lijkt de enige duurzame oplossing. Een belangrijke bijdrage

hiertoe kan geleverd worden door weefselengineering (Schrooten, s.d.).

Weefselengineering Weefselengineering heeft als doel om met (lichaamseigen) cel-

len, al dan niet in combinatie met artificiële structuren, weefselherstel mogelijk te

maken en uiteindelijk zelfs ex vivo reserve-organen aan te maken. Weefselenginee-

ring is een snelgroeiend, multidisciplinair, hoogtechnologisch onderzoeksdomein dat

inzichten uit biologie, geneeskunde en ingenieurswetenschappen combineert en inte-

greert. Via weefselengineering kan op een revolutionaire manier de gezondheid en de

levenskwaliteit van miljoenen mensen verbeterd worden door op een gecontroleerde

manier biologische weefsels te herstellen en aan te maken (Sittinger et al., 2004).

Weefselengineering reikt alzo oplossingen aan die complementair zijn aan de meer

klassieke behandelingswijzen, of die op (middel)lange termijn deze behandelingswij-

zen kunnen vervangen. Naast de therapeutische toepassing kan weefselengineering

ook leiden tot de ontwikkeling van nieuwe ex vivo methoden om de doeltreffendheid

en toxiciteit van medicijnen te testen, als (gedeeltelijk) alternatief voor dierexperi-

mentele en preklinische studies (Schrooten, s.d.).

Lastdragende botdefecten Een patiënt met een groot lastdragend botdefect (> 3

cm), zoals een deel van een arm of een been, kan op dit moment niet optimaal worden

geholpen. De huidige producten voor grote defecten vergen een lange revalidatie-

en fixatieperiode en/of laten geen stabiel lange termijngedrag toe, zijn te duur en

weinig patiëntgericht (Schrooten, s.d.). Weefselengineering biedt mogelijkheden voor

een optimaal alternatief.
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Onderzoekstopics in de weefselengineering Onderzoek in weefselengineering

omvat de volgende domeinen (Sittinger et al., 2004):

� Biomaterialen: onderzoek naar nieuwe biomaterialen, ontworpen om de orga-

nisatie, groei en differentiatie van cellen te controleren (zowel via chemische als

fysische weg) in het productieproces van functioneel weefsel.

� Cellen: nieuwe methodologieën zoeken voor de proliferatie en differentiatie van

cellen.

� Biomoleculen: onderzoek naar angiogenetische factoren, groeifactoren, diffe-

rentiatiefactoren en ‘bone morphogenetic proteins’.

� ‘Engingeering Design’: onderzoek naar tweedimensionele expansie van cellen,

driedimensionele weefselgroei, bioreactoren, cel- en weefselstockage en transport

ervan.

� Biomechanische ontwerpaspecten: onderzoek naar de eigenschappen van na-

tuurlijke weefsels, identificatie van de vereiste eigenschappen van gekweekte

weefsels, mechanische signalen die weefsels bëınvloeden en de veiligheid en doel-

treffendheid van gekweekte weefsels.

� Informatica die weefselengineering ondersteunt: gen- en eiwitsequencing, gen-

en eiwitexpressie analyse, kwantitatieve weefselanalyse, weefsel- en celmodelle-

ring, . . .

8
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1.3 Modellen voor weefselgroei

1.3.1 Waarom modelleren?

Kanker is nog steeds een van de meest voorkomende doodsoorzaken in gëındustriali-

seerde landen, ondanks de snelle vooruitgang van de geneeskunde en de ontwikkeling

van nieuwe behandelingsstrategieën. De huidige behandelingen omvatten chirurgie,

chemotherapie, radiotherapie, immunotherapie en gentherapie. De laatste decen-

nia zijn er ook enorme vorderingen geboekt in het begrijpen van de molecules die

de controle van celproliferatie waarnemen. Opgeloste mitogenen, niet-opgeloste ex-

tracellulaire matrix (ECM) moleculen, groeifactor-receptoren op het celoppervlak,

integrines, signaaldoorgevende molecules en eiwitten die de kern vormen van de cel-

cyclusmachinerie zijn allemaal gëıdentificeerd en gëısoleerd (Huang & Ingber, 1999).

Een mogelijke manier om kankerbehandeling te optimaliseren is het selecteren

van efficiënte therapiecombinaties. Aangezien het niet mogelijk is alle combinaties

van therapieën te testen op patiënten is het noodzakelijk om te zoeken naar alterna-

tieve wegen om goede kandidaat-therapiecombinaties te selecteren, om die daarna op

patiënten te kunnen toepassen. Hierin kunnen mathematische modellen een belang-

rijke bijdrage leveren, aangezien ze het mogelijk maken om verschillende hypotheses

in welgedefinieerde imitaties van biologische experimenten te testen, vrij van onge-

kende en oncontroleerbare invloeden (die wel steeds aanwezig zijn in experimenten

uitgevoerd in het laboratorium) (Drasdo, 2005). Modellen kunnen nuttig zijn in het

blootleggen van de achterliggende principes van weefselgroei en in het onderschei-

den van relevante en minder relevante parameters in de ontwikkeling van tumoren

(Drasdo & Höhme, 2003). Wanneer deze gecombineerd worden met goede experi-

mentele gegevens, kunnen deze predictieve modellen de rol van gids spelen voor de

ontwikkeling van verbeterde chemotherapeutische strategieën (Venkatasubramanian

et al., 2006, Drasdo et al., 2007, Feng & Chien, 2003).

Zulk een mathematisch model moet niet enkel de experimenteel waargenomen

groei van weefsels in diverse omstandigheden kwalitatief kunnen beschrijven, het

moet ook kwantitatieve voorspellingen kunnen doen. Het is niet voldoende dat de

simulatieresultaten van een model overeenkomen met experimentele data. Het model

moet een voldoende nauwkeurige beschrijving bevatten van de mechanismen die ver-

antwoordelijk zijn voor de geobserveerde tumormorfologie. Indien dit niet het geval

is, zal het model niet in staat zijn om waarheidsgetrouwe voorspellingen te doen in

nieuwe parameterregimes en nieuwe biologische situaties (Drasdo & Höhme, 2003, Bu-
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sini et al., 2007). Nochtans kan ook hier het model nuttig zijn: op het punt waar de

simulatieresultaten van het model beginnen af te wijken van experimentele resulta-

ten, kan het zijn dat de celeigenschappen door actieve regulering of door differentiatie

gewijzigd zijn (Drasdo et al., 2007). Zo krijgt men een idee in welke situaties cellen

zich gedragen als meer dan louter fysische partikels.

1.3.2 Validatie van wiskundige modellen

De experimentele mogelijkheden om informatie te verzamelen over biofysische, celbi-

ologische en celkinetische eigenschappen zijn de laatste jaren sterk uitgebreid. Voor-

beelden hiervan zijn (Drasdo et al., 2007):

� Proliferatie-activiteit kan bepaald worden door de ‘merkers’ Ki-67, BrdU of

thymidine (Schiffer et al., 2003, Alison & Sarraf, 1998).

� Apoptose kan onderzocht worden via ‘Tunnel assay’ (Schiffer et al., 2003, Sayan

et al., 2001).

� De diffusieconstante van cellen kan bepaald worden door het traceren van ge-

labelde cellen (Mombach & Glazier, 1996).

� De elasticiteitsmodulus van cellen kan bepaald worden door optische ‘stretchers’

(Guck et al., 2001) en ‘atomic force microscopy’ (AFM) (Alcaraz et al., 2003)

of akoestische microscopie (Laforsch et al., 2005).

� De sterkte van cel-cel en cel-substraat adhesie kan eveneens gemeten worden

via AFM (Chesla et al., 1998, Zhang et al., 2004).

� De experimentele kwantificatie van het ruimtelijk-temporele labelpatroon in

weefsels nodig voor de vergelijking met wiskundige modellen is mogelijk door

cytometrische methodes (Galle et al., 2006) en reconstructiemethodes (van

tweedimensionele seriële secties naar 3D) (Braumann et al., 2005).

1.3.3 Overzicht van de verschillende modeltypes

De mathematische modellen die weefselgroei beschrijven zijn ofwel corpusculair ofwel

niet-corpusculair. Corpusculaire modellen beschouwen een tumor als opgebouwd uit

verschillende kleine entiteiten met elk hun specifieke eigenschappen. Niet-corpusculaire
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modellen beschouwen de celpopulatie als een biofase met globaal gedefinieerde eigen-

schappen. Corpusculaire modellen worden ook individuele cel gebaseerde of ‘single-

cell based’ (SCB) modellen genoemd. Niet-corpusculaire modellen zijn continuüm-

modellen. De indeling van de modellen in deze twee categorieën is weergegeven in

figuur 1.2.

SCB modellen

‘Single cell based’ modellen zijn modellen waarin het gemodelleerde weefsel be-

schouwd wordt als samengesteld uit individuele entiteiten, de cellen. De indivi-

duele cel gebaseerde modellen kunnen verder onderverdeeld worden in drie klassen:

cellulaire automaatmodellen (CA) waarbij elke cel voorgesteld wordt door één roos-

terpunt (Dormann & Deutsch, 2002, Eden, 1961, Kansal et al., 2000, Moreira &

Deutsch, 2002), cellulaire automaatmodellen waarbij elke cel wordt voorgesteld door

meerdere roosterpunten (Glazier & Graner, 1993, Hogeweg, 2000, Stott et al., 1999)

en roostervrije modellen (OLM1) (Drasdo, 2003). Cellulaire automaatmodellen waar-

bij elke cel wordt voorgesteld door meerdere roosterpunten laten toe complexe cel-

vormen en fysische mechanismen te modelleren, zoals bijvoorbeeld cel-cel en cel-

substraat adhesie, maar het is moeilijk de modelparameters direct te verbinden met

experimentele waarden op cellulaire en subcellulaire schaal (Drasdo, 2005). In roos-

tervrije modellen worden cellen als Voronoi polygonen (Honda et al., 2000, Meineke

et al., 2001), als quasi-sferische deeltjes die vervormen tijdens de celdeling (Drasdo &

Höhme, 2005, Drasdo et al., 1995, Galle et al., 2003) of als vervormbare ellipsvormige

deeltjes (Palsson & Othmer, 2000) gemodelleerd.

Continuümmodellen

Continuümmodellen zijn modellen waarbij het weefsel als een geheel wordt beschouwd,

zonder de cellen afzonderlijk te beschouwen. Er is enerzijds de kinetische (Bertuzzi

et al., 2002, Chaplain, 1996, Ward & King, 1997) en anderzijds de biomechanische

benadering (Byrne et al., 2003, Chen et al., 2001b, Jones et al., 2000). De eerste

benadering is gebaseerd op reactie-diffusievergelijkingen, zonder incorporatie van bi-

omechanische2 aspecten. Van de biomechanische modellen bestaan twee klassen: een

benadering waarbij de buitenste prolifererende laag voorgesteld wordt als een elas-

1Off-lattice modellen.
2In de biomechanica worden wetten uit de natuurkundige mechanica specifiek toegepast om (de

beweging van) biologische organismen, weefsels en cellen te beschrijven.
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tisch omhulsel (Chaplain, 1996, Greenspan, 1976) en een andere benadering waarbij

een tumor in het model beschouwd wordt als een tweefasig flüıdum; de ene fase is

de tumor, de tweede het vloeibaar medium rond de tumor (Chen et al., 1997). Er

bestaan ook hybride modellen die een SCB beschrijving koppelen aan continuümbe-

schrijving van molecules zoals glucose, zuurstof en angiogenesefactoren (Dormann &

Deutsch, 2002, Drasdo & Höhme, 2005).

Figuur 1.2: Een overzicht van de verschillende types modellen. CA: cellulair auto-
maatmodel; OLM: off-lattice model.

1.3.4 Mogelijkheden en beperkingen van de verschillende

modelyptes

Cellulaire automaatmodellen zijn eenvoudig te implementeren en draaien snel op

de computer, zodat er grotere systemen gesimuleerd kunnen worden. Ruimtelijk-

temporele fluctuaties kunnen beschreven worden in het geval van heterogene celpo-

pulaties (Anderson, 2005) of wanneer celdood-processen optreden tijdens de behan-

deling (Dhont, 1996, Düchting et al., 1996). Celgebaseerde automaatmodellen geven

een stochastische benadering, zowel op cellulair (Kimmel & Axelrod, 1991, Smolle &

Stettner, 1993, Qi et al., 1993, Kansal et al., 2000, Dormann & Deutsch, 2002) als

op subcellulair niveau (Düchting, 1990, Düchting et al., 1996). Dit betekent dat het

gedrag van cellen in eenzelfde situatie licht verschilt van cel tot cel, wat realistischer

is dan een deterministische benadering (waarbij alle cellen in een gegeven toestand op

eenzelfde wijze reageren). In werkelijkheid is er immers steeds biologische variabiliteit

aanwezig.

Het nadeel van CA modellen is dat ze niet rechtstreeks gebaseerd zijn op een fysi-
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sche representatie van individuele cellen, waardoor bepaalde fysische effecten over het

hoofd kunnen gezien worden. Biomechanische effecten zoals compressie en relaxatie

van cellen zijn bijvoorbeeld moeilijk in deze modellen te incorporeren (Drasdo, 2005).

Roostervrije modellen laten toe op kleinere lengteschaal te werken en kunnen

beschouwd worden als analoog aan de moleculaire simulaties in de statistische fysica.

De rekentijd die deze modellen vereisen beperkt echter hun gebruik tot systemen van

maximaal 105 à 106 cellen, wat overeenkomt met een driedimensioneel aggregaat van

ongeveer 1 à 2 mm groot. Dit is veel kleiner dan de typische grootte van een tumor

in zijn klinisch voorkomen (Drasdo, 2005).

Continuümmodellen kunnen veel grotere systemen beschrijven, maar het blijkt

moeilijk om de vergelijkingen en parameters zo te kiezen dat relevante informatie

op cellulair niveau kan ingebracht worden. Het zou een belangrijke vooruitgang zijn

wanneer men de voordelen van een roostervrij model zou kunnen combineren om de

juiste regels voor een roostermodel te kunnen definiëren, op zo’n manier dat de CA-

benadering alle relevante eigenschappen van het systeemgedrag van een roostervrij

model op individuele cel-niveau bewaart. Op die manier kunnen grotere systemen

beschreven worden met een groot bereik van parameterwaarden. Zowel roostervrije

als CA modellen kunnen bijdragen tot het afleiden van een continuümtheorie (Dras-

do, 2005).

Mechano-chemische en biomechanische modellen beschrijven de fysische druk en

de krachten tussen cellen en de ECM (Chaplain & Sleeman, 1993, Tracqui, 1995).

Deze modellen zijn in staat om de tumorstructuur op weefselniveau te verklaren,

maar ze falen op cellulair niveau, en zeker op subcellulair niveau. Deze beperking is

van kritische aard, aangezien er geen verband kan gelegd worden met het onderzoek

van experimentele biologen. Ook al zijn deze modellen mathematisch geldig, ze zijn

moeilijk om experimenteel te testen, en dus is hun impact gelimiteerd (Quaranta et

al., 2005).

1.3.5 Reeds voorgestelde modellen voor weefselgroei

Een gemeenschappelijk doel van de verschillende modellen voor tumorgroei is om de

vorming van drie celklassen, die dikwijls in in vivo tumoren voorkomen, te voorspel-

len, namelijk (Venkatasubramanian et al., 2006, Drasdo & Höhme, 2003):

1. prolifererende cellen aan de buitenzijde van de tumor (een laag tot 15 cellen

dik), waar de gunstige nutritionele omstandigheden leiden tot een snelle groei

en deling;
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2. quiescente cellen iets dieper in de tumor, waar nutriëntconcentraties geen sig-

nificante proliferatie mogelijk maken, maar wel celoverleving waarborgen;

3. necrotische cellen binnenin de sferische tumor, die gestorven zijn na een te lange

blootstelling aan te lage nutriëntconcentraties.

Verschillende modellen zijn reeds ontwikkeld om de diffusie van voedingsstof-

fen en groeifactoren alsook van inhibitoren tussen de tumoromgeving en de tu-

mor te beschrijven (Araujo & McElwain, 2004). Deze modellen zijn typisch ge-

baseerd op de aanname van een enkele groeilimiterende stof (Venkatasubramanian et

al., 2006). Groeimodellen die diffusievergelijkingen combineren met reactie-convectie-

vergelijkingen voor het expanderende weefsel, zijn eveneens voorgesteld (Adam &

Maggelakis, 1989, Adam & Maggelakis, 1990, Chaplain & Britton, 1993, Green-

span, 1976), zelfs voor verschillende celtypes (Pettet et al., 2001, Sherratt & Chaplain,

2001, Ward & King, 1997). In een recentere studie werd de rol van een lage pH op de

groei en invasiviteit van cellen in tumoren (zowel vasculair als avasculair) onderzocht

(Smallbone et al., 2005).

Tumorgroeimodellen zijn ook gebruikt geweest bij de studie van de effecten van

diffusie van geneesmiddelen en medicatie-gëınduceerde celdood op tumorgroei (Ber-

tuzzi et al., 2003, Jackson & Byrne, 2000, Ward & King, 2003). Deze modellen

geven nuttige inzichten in de groeidynamica van tumoren. Ze zijn echter gebaseerd

op overgesimplifieerde beschrijvingen van het celmetabolisme, wat hun efficiëntie als

predictief model sterk limiteert. Er is wel een model voorgesteld waarin getracht werd

een uitgebreide beschrijving van het celmetabolisme te combineren met tumorfysio-

logie (Casciari et al., 1992), maar het model veronderstelde eenzelfde groeisnelheid

voor alle cellen, wat een behoorlijke beperking is (Venkatasubramanian et al., 2006).

Deterministische reactie-diffusievergelijkingen worden gebruikt om de ruimtelijke

spreiding van tumoren te modelleren (Ward & King, 1999, Sherratt & Nowak, 1992).

De typische oplossingen in al deze modellen geven een beeld van binnendringende

bewegende golven van kankercellen (Orme & Chaplain, 1996, Gatenby & Gawlinski,

1996, Perumpanani et al., 1996, Byrne et al., 1999).

Recent worden meer en meer wiskundige modellen ontworpen om mogelijke ver-

klaringen over de rol van biomechanica in de controle van morfogenese en weefselgroei

te onderzoeken (Byrne et al., 2001, Chen et al., 2001b, Schwarz et al., 2002, Byrne

& Preziosi, 2003, Bischofs & Schwarz, 2005). Ook relevant voor celgebaseerde mo-

dellen van kankerinvasie zijn de studies van bacteriële motiliteit en chemotaxis van

Cummings en medewerkers (Frymier et al., 1993, Duffy et al., 1995).
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Het model van Anderson et al.

Anderson et al. (1997) hebben een hybride modelleerbenadering ontwikkeld, waar-

bij cellen als individuen beschouwd worden in een continue densiteit (het weefsel).

Dit wordt de hybride discreet-continuüm (HDC) techniek genoemd (Quaranta et

al., 2005, Anderson, 2003). Hun model incorporeert experimentele metingen van be-

weging van cellen. Het voordeel van het HDC model van Anderson (2005) is dat het

eenvoudig te begrijpen is, en dat het intüıtief de link legt met de experimentele biolo-

gie, waardoor validatie gemakkelijk kan verlopen. De structuur van het HDC model

maakt de incorporatie van parameters op cellulair, subcellulair en moleculair niveau

mogelijk. Uitbreiding van dit model moet op termijn een nauwkeurige beschrijving

van de complexe weefselgroei mogelijk maken (Quaranta et al., 2005).

Model van Venkatasubramanian et al.

Een recent model van Venkatasubramanian et al. (2006) is gebaseerd op de hypo-

these dat door diffusiebeperkingen ruimtelijke voedingsstoffengradiënten ontstaan,

waardoor wijzigingen in het lokale energiemetabolisme (en dus ook de groeisnel-

heid) plaatsvinden, en waardoor uiteindelijk de fysiologie van de tumor in zijn geheel

bepaald wordt. De incorporatie van het primair energiemetabolisme in een reactie-

diffusiemodel van tumorgroei zou volgens hen geobserveerde nutriëntconcentratie-

profielen kunnen verklaren, evenals de tumorfysiologie zoals hypoxie en centrale ne-

crose. In hun model zijn echter geen groeifactoren opgenomen, omdat verondersteld

wordt dat hun diffusie en gebruik niet de limiterende factor is, en dat celdood vooral

te wijten is aan de gelimiteerde aanvoer van voedingsstoffen. Het model van Ven-

katasubramanian et al. is een uitgebreide versie van het model van Ward & King

(1997), wat betreft de beschrijving van tumormorfologie en groei. De celpopulatie is

onderverdeeld in intacte levende cellen (prolifererend en quiescent) en dode (necro-

tische) cellen met vaste volumes. Het vernieuwende aan hun model is dat de diffusie

van verschillende voedingsstoffen (glucose, zuurstof en lactaat) gekoppeld is aan een

metabolismemodel dat rekening houdt met glycolyse, de citroenzuurcyclus en lactaat-

productie en -consumptie. De celgroei en overlevingsgraad worden geparametriseerd

in functie van de ATP productie uit het metabolismemodel (Venkatasubramanian et

al., 2006).
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Model van Drasdo & Höhme

In het model van Drasdo & Höhme (2003) voor avasculaire in vitro tumoren wordt

een cel als eenheid beschouwd, in tegenstelling tot veel andere modellen waarin het

tumorweefsel als een geheel wordt beschouwd. Op avasculaire tumoren is reeds veel

experimenteel onderzoek verricht. De SCB benadering laat toe de modelparameters

te verbinden met experimentele biomechanische en kinetische parameters, en geeft

een (op zijn minst gedeeltelijk) kwantitatieve beschrijving van groeistadia van avas-

culaire tumoren waarbij voorziening van nutriënten en zuurstof niet de limiterende

factor is. De groeicurve, afgeleid uit simulaties met het model, werd vergeleken met

de experimentele resultaten van Freyer & Sutherland (1985). In de benadering van

Drasdo & Höhme (2003) worden cellen beschouwd als elastische, elkaar aantrekkende

deeltjes in een viskeuze omgeving, met de capaciteit om te groeien en te delen.

Model van Busini et al.

Busini et al. (2007) stellen voor om twee modellen te combineren tot een hybride

model. Het eerste model kan voorspellen hoe de celvermenigvuldiging in de tumor

verloopt in functie van de tumordimensies, de substraatconcentratie en de interactie

van farmacologisch actieve moleculen. Het tweede model, dat complementair is aan

het eerste, laat toe de concentratie van de toegediende geneesmiddelen in de nabijheid

van de tumor te berekenen.

1.3.6 De uitdagingen in het modelleren

Ondanks de sterke vooruitgang in de moleculaire biologie, biochemie en biofysica

blijft kwalitatieve en kwantitatieve informatie over processen in het onderhoud en de

disfunctie van weefsels schaars. Een reden hiervoor is dat multicellulaire organisatie

complexe processen omhelst, in een tijdschaal van 10−9 s voor moleculaire processen

tot 107 s (≈ 100 dagen) voor de ontwikkeling van een organisme en een lengteschaal

van 10−9 m voor een molecule tot meer dan 1 m voor een organisme. Het is niet

mogelijk en evenmin gewenst om alle details op alle schalen in rekening te brengen.

Het komt erop neer een goed onderscheid te maken tussen de relevante en de minder

relevant processen (Drasdo, 2005).

Als lokale ruimtelijke inhomogeniteiten in de celdensiteit niet uitgespreid (Eng:

smooth out) kunnen worden wegens afwezigheid van diffusie of roeren, kunnen de
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huidige ‘coarse graining’3 technieken niet toegepast worden. Dit is vaak het geval in

in vitro groeiende celpopulaties (Drasdo, 2005).

3Een techniek waarbij in een model op een hoger niveau zo goed mogelijk de werkelijke kenmerken
en het gedrag van het onderzoeksobject overgenomen worden uit een model op een lager niveau.
Veelal wordt een model op een hoger niveau gebruikt omwille van een beperkte rekencapaciteit.
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Hoofdstuk 2

Literatuurstudie celbiologie

Een goed model is gebaseerd op een grondig inzicht in de processen die meespe-

len in het gemodelleerde systeem. Daarom is een literatuurstudie van elementaire

celbiologie onontbeerlijk.

2.1 Weefselorganisatie

Het menselijk lichaam bestaat uit tien grote (orgaan)stelsels. Deze stelsels voeren

de belangrijkste fysiologische functies uit, zoals ademhaling, vertering en beweging

(Palsson & Bhatia, 2004). Een stelsel is opgebouwd uit organen, en elk orgaan

bestaat weer uit een verzameling weefsels (zoals epitheelweefsel, bindweefsel, spier-

weefsel,. . . ). De basiscomponenten van een weefsel zijn de cellen en de extracellulaire

matrix (ECM). De cellen zorgen voor een voortdurende opbouw en afbraak van de

ECM om de geometrische structuur van weefsels te bekomen alsook veel essentiële

weefseleigenschappen (Palsson & Bhatia, 2004).

De ECM De ECM is een netwerk van verschillende eiwitten en polysacchariden.

Cellen veranderen de samenstelling van de ECM, en omgekeerd bëınvloedt de ECM

het celgedrag door binding van bepaalde ECM-componenten aan de integrines, een

klasse van receptoren in het celmembraan. De bewegingssnelheid van cellen, celad-

hesie, celvorm en apoptose zijn allemaal functie van de ECM-dichtheid. De samen-

stelling van de ECM varieert sterk naargelang de plaats in het lichaam. Omdat de

macromoleculen (zoals eiwitten en polysacchariden) in de ECM grote moleculen zijn

(een molaire massa van 105 à 106 g/mol), hebben ze een lage diffusiviteit1 (Palsson

1Dit wil zeggen dat deze moleculen slechts langzaam migreren doorheen het fluidum.
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& Bhatia, 2004).

Cellen Het menselijk lichaam bestaat uit ongeveer 1014 cellen (Palsson & Bhatia,

2004) en er bestaan meer dan 200 verschillende menselijke celtypes (Alberts et

al., 1998), sterk verschillend qua uiterlijk, eigenschappen en functie. Het aantal

basiscategorieën is echter beperkt. Een van de basistypes is de mesenchymale cel,

met de fibroblast als meest voorkomende vertegenwoordiger. Mesenchymale cellen

kunnen afzonderlijk bestaan, of als kleine, matig geconnecteerde celaggregaten. Ze

hebben een bipolaire vorm en kunnen individueel actief bewegen. Hun groei is ty-

pisch contact-gëınhibeerd, wat wil zeggen dat ze stoppen met groeien wanneer het

celmembraan van een cel het celmembraan van een andere cel raakt (Palsson &

Bhatia, 2004).

2.2 De extracellulaire matrix

2.2.1 Nutriënten en groeifactoren

Cellen hebben aminozurenconcentraties nodig tussen 0,01 en 0,1 mM (Eagle, 1955),

en het menselijk lichaamsvocht bevat ongeveer 0.9% aan zouten. Voor vele bio-

chemische laboratoriumtests wordt bloedserum2 gebruikt, aangevuld met vitamines,

anorganische zouten en enkele groeifactoren (Eagle, 1955). IJzer blijkt ook essentieel

voor celgroei (Arden & Betenbaugh, 1994) en deling van kankercellen (Scalerandi et

al., 1999).

Zuurstof De zuurstofconcentratie varieert naargelang de afstand tot het dichtst-

bijzijnde bloedvat. Het lichaam houdt de cellulaire zuurstofconcentraties binnen een

nauwe ‘range’, omwille van het risico op schade door te hoge concentraties of dood

ten gevolge van te weinig zuurstof. Hoge zuurstofconcentraties induceren ook de

vorming van vrije radicalen, componenten die genexpressiepatronen kunnen wijzigen

(mutaties). Groei wordt geremd door hoge zuurstofconcentraties, maar deze groeibe-

perking is reversibel, wanneer de zuurstofconcentratie maar voor korte tijd te hoog

is. Veranderingen in zuurstofconcentratie hebben pas na 15 à 20 minuten invloed op

het celgedrag (Sen, 2003).

2Serum is de vloeistof die overblijft als men bloed laat stollen en het stolsel afcentrifugeert.
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Glucose Glucose is de belangrijkste energiebron voor een cel (Alberts et al., 1998).

De fysiologische concentratie van glucose is 5,5 mM (D’Souza et al., 2003).

TGF-β Transforming Growth Factor-β is een wijdverspreid cytokine en komt in

zoogdieren voor in drie isovormen (De Caestecker, 2004, Bachman & Park, 2005). De-

ze spelen een belangrijke rol in groeiregulering en ontwikkeling en ze worden door de

meeste celtypes gesecreteerd, meestal in een latente vorm (L-TGF-β), zodat activatie

nodig is vooraleer ze biologisch actief worden (Lawrence, 1996, Khalil, 1999, Willi-

ams et al., 1996). De huidige literatuur ondersteunt een heel aantal biologische en

biochemische stoffen die L-TGF-β in vitro en in vivo kunnen activeren, wat doet ver-

moeden dat er waarschijnlijk geen universeel acivatiemechanisme van TGF-β bestaat

(Khalil, 1999). TGF-β1, TGF-β2 en TGF-β3 inhiberen proliferatie van de meeste

cellen, maar kunnen de groei van sommige mesenchymale cellen stimuleren. Verder

bevorderen ze de vorming van de extracellulaire matrix (Herpin et al., 2004). Groei-

inhibitie door TGF-β’s wordt veroorzaakt door blokkering van de celcyclus in de late

G1-fase
3 (Lawrence, 1996).

2.2.2 Diffusie van nutriënten en groeifactoren

In de literatuur zijn een aantal verschillende mogelijkheden voorgesteld om diffusie

van nutriënten te beschrijven (Martins et al., 2007, Byrne & Gourley, 1997, Jones et

al., 2000). Het model van Martins et al. (2007) bestaat uit een weefsel gevoed door

een haarvat. Dit haarvat ligt aan de rand van het model en is de enige bron van

waaruit nutriënten diffunderen doorheen het weefsel naar de verschillende individuele

cellen. Martins et al. beschouwen drie celtypes: normale, kanker- en necrotische

cellen (deze laatste ontstaan door een gebrek aan zuurstof en nutriënten). Ze maken

ook een onderscheid tussen essentiële nutriënten en niet-essentiële nutriënten. Hun

diffusievergelijking voor nutriënten is van de vorm:

∂N(~x, t)

∂t
= D∇2N(~x, t)− γN(~x, t)σn(~x, t)− λNγN(~x, t)σc(~x, t), (2.1)

met N de plaats- en tijdsafhankelijke nutriëntconcentratie, D de diffusiecoëffi-

ciënt, γ en λ schaalfactoren en σn en σc de populatie van respectievelijk normale

cellen en kankercellen. De eerste term beschrijft de migratie van nutriëntmoleculen

van een plaats met hogere concentratie naar een plaats met lagere concentratie, de

3Zie sectie 2.8.1.
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tweede term de consumptie van nutriënten door normale cellen en de laatste term de

consumptie van nutriënten door kankercellen.

In hun model worden ook groeifactoren in rekening gebracht, die diffunderen

volgens de vergelijking:

∂G

∂t
= DG∇2G− k2G + ΓσcN(GM −G). (2.2)

De eerste term beschrijft de groeifactordiffusie volgens de concentratiegradiënt, de

tweede term beschrijft de natuurlijke degradatie van de groeifactor (met een karakte-

ristieke lengte :1/k voor groeifactordiffusie) en de laatste term is een productieterm,

die lineair stijgt met de lokale nutriëntconcentratie tot aan de saturatiewaarde GM .

G is de groeifactorconcentratie en DG is de groeifactordiffusiecoëfficiënt. Diffusie-

coëfficiënten van groeifactoren en inhibitoren variëren tussen 10−6 en 10−7 cm2/h

(Jiang et al., 2005).

Als men een sferische tumor beschouwt, kan de nutriëntconcentratie ook uitge-

drukt worden in fuctie van de afstand r tot het tumorcentrum (Byrne & Gourley,

1997). De reactie-diffusievergelijking wordt dan:

∂N

∂t
=

D

r2

∂

∂r
(r2∂N

∂r
)− Γ. (2.3)

N staat weer voor de nutriëntconcentratie, D voor de diffusieconstante en Γ voor

de consumptiesnelheid.

Viscositeit van de ECM De migratie van stoffen doorheen de ECM gaat gepaard

met een uitgesproken grote weerstandskracht, zowel door wrijving tussen een vaste

fase en een vloeistof als door de viscositeit van het flüıdum (Mow et al., 1999). Er is

aangetoond dat de eerstgenoemde factor 1000 tot 100000 keer groter kan zijn dan de

viskeuze wrijving (Hou et al., 1989).

2.2.3 Numerieke waarden van concentraties en diffusiecoëf-

ficiënten

Numerieke waarden van concentraties en diffusiecoëfficiënten van enkele stoffen wor-

den overzichtelijk weergegeven in tabellen 2.1 en 2.2. Er worden verschillende waar-

den gegeven die in de literatuur beschikbaar zijn. Er zit variatie op de waarden,

omdat ze betrekking hebben op verschillende cellijnen. Eerder dan gedetailleerde

informatie te geven over de numerieke waarden met betrekking tot specifieke cellij-
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nen, wordt er getracht een beeld te geven van de ordegrootte van concentraties en

diffusieconstanten.

Stof Typische concentratie referentie
zuurstof 0,5-10% (Sen, 2003)

8.10−5 M (Freyer, 1988)
glucose 5, 5−3 M (D’Souza et al., 2003)

Tabel 2.1: Concentraties van zuurstof en glucose.

Stof Diffusieconstante Referentie
zuurstof 1, 82.10−5 cm2/s (Venkatasubramanian et al., 2006)

1, 65.10−5 cm2/s (Jiang et al., 2005)
5, 15.10−8 cm2/s (Busini et al., 2007)
4, 15.10−10 cm2/s (Busini et al., 2007)

glucose 1, 05.10−6 cm2/s (Venkatasubramanian et al., 2006)
4, 2.10−7 cm2/s (Jiang et al., 2005)
1, 12.10−10 cm2/s (Busini et al., 2007)
3, 22.10−13 cm2/s (Busini et al., 2007)

afvalstoffen 5, 9.10−7 cm2/s (Jiang et al., 2005)
groeifactoren 2, 8.10−10 cm2/s (Jiang et al., 2005)
inhibitoren 2, 8.10−10 cm2/s (Jiang et al., 2005)

Tabel 2.2: De diffusieconstante van enkele belangrijke stoffen.

2.2.4 Cultuurmedia

De vloeistof waarin cellen in vitro in groeien, wordt een (cultuur)medium genoemd.

Het voorziet in de nodige nutriënten e.d. De samenstelling ervan is verschillend voor

elk celtype. Met het medium tracht men een fysiologische omgeving na te bootsen,

zoals een juiste pH en osmolariteit. Andere bestanddelen zijn overvloediger aanwezig

dan in het lichaam (hormonen, nutriënten) en het medium bevat ook enkele niet-

fysiologische ingrediënten (kleurstoffen, antibiotica) (Berthiaume, 1998). In tabel

2.3 staat een overzicht van de typische samenstelling van een cultuurmedium.
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Bestanddeel Hoeveelheid Functie
NaCl 6-8 g/l regulatie van de osmotische druk
anorganische zouten 0,8-1 g/l zorgt voor een elektrolytbalans verge-

lijkbaar met die van bloed
NaHCO3 2-3 g/l zorgt voor pH-buffercapaciteit
D-glucose 1 g/l energiebron, koolstofbron
aminozuren 1 g/l stikstofbron voor eiwitsynthese
vitamines 0,01 g/l cofactoren in verschillende intracellu-

laire biochemische reacties
fenolrood 0,01 g/l visuele pH-indicator
serum (zie tabel 2.4) 1-20% v/v zorgt voor celgroei, aanhechtingsfacto-

ren, hormonen en ‘carrier’ protëınen
groeifactoren, hormonen 1-10 µg/l groeistimulatie, celfuncties
antibiotica 1-50 µg/l vermijden van contaminatie door

micro-organismen

Tabel 2.3: De belangrijkste bestanddelen van media voor weefselculturen (Palsson &
Bhatia, 2004).

Bestanddeel Effect op cellen
albumine, globulines, transferrine ‘carriers’ voor vetzuren, ijzer, . . .
fibronectine, fetüıne aanhechtingsfactoren
α2-macroglobuline protease-inhibitor
groeifactoren, groeihormoon promoten celproliferatie
hormonen (insuline, corticosteröıden,. . . ) stimulatie van opname van gluco-

se en aminozuren; wijziging van de
groeisnelheid

koolstof- en stikstofbronnen nutriënten
mineralen en sporenelementen essentieel voor de activiteit van

metallo-enzymes
inhibitoren inhiberen celproliferatie

Tabel 2.4: De hoofdbestanddelen van serum (Palsson & Bhatia, 2004).
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2.3 De cel

Cellen zijn kleine eenheden, gevuld met een geconcentreerde waterige oplossing van

chemische stoffen, omsloten door een membraan. Ze zijn in staat een kopie van zich-

zelf te maken door te groeien en in twee te delen. Een cel heeft typisch een diameter

van 5 à 20 µm (Alberts et al., 1998). De massadichtheid van (rode bloed)cellen is

bij benadering 1,139 g/cm3 (Godin et al., 2007). Er wordt een onderscheid gemaakt

tussen prokaryote (zonder celkern) en eukaryote cellen (met een celkern). Bacteriële

cellen zijn prokaryoot, plantaardige en dierlijke cellen zijn eukaryoot. In een cel be-

vinden zich allerlei structurele eenheden, de celorganellen (zie figuur 2.1). Ze worden

kort besproken in de volgende sectie.

Figuur 2.1: Een typische dierlijke cel - 1. Nucleolus - 2. Nucleus (celkern) - 3.
Ribosomen - 4. Blaasje (vesikel) - 5. Ruw endoplasmatisch reticulum (RER) - 6.
Golgi-apparaat - 7. Microtubulus - 8. Glad endoplasmatisch reticulum (SER) - 9.
Mitochondriën - 10. Peroxisoom - 11. Cytoplasma - 12. Lysosoom - 13. Centriolen
(Bron: Wikipedia - GNU Free Documentation License)

2.3.1 Celorganellen

De nucleus of celkern is meestal het belangrijkste organel in een eukaryote cel.

Deze kern wordt omgeven door twee concentrische membranen die samen het kern-

membraan vormen, en bevat het DNA - lange polymeren die de genetische specifica-

ties van een organisme coderen (Alberts et al., 1998).

Mitochondriën zijn worst- of wormvormige organellen met een lengte van een tot

enkele micrometers. Ze produceren een energierijk molecule, ATP, door oxidatie van
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voedselmoleculen (zoals suikers), en leveren zo de nodige energie voor cellulaire acti-

viteiten. Bij dit proces, cellulaire ademhaling genoemd, verbruiken de mitochondriën

zuurstof en geven ze koolstofdioxide vrij.

Het endoplasmatisch reticulum is een wirwar van ruimtes, omgeven door een

membraan. Hierin worden de meeste membraancomponenten gemaakt, alsook ma-

terialen bestemd om geëxporteerd te worden vanuit de cel.

Het Golgi-apparaat of Golgi-complex bestaat uit opeengestapelde, door een

membraan omgeven zakjes, waarin de producten van het endoplasmatisch reticulum

terechtkomen en al dan niet gewijzigd worden doorgegeven naar de buitenkant van

de cel of naar andere locaties.

Lysosomen zijn kleine, onregelmatige organellen waarin de intracellulaire verte-

ring plaatsvindt, met afgifte van nutriënten en afbraak van ongewenste molecules,

bestemd voor recyclage of excretie.

Peroxisomen zijn kleine membraanomgeven blaasjes die een beschermde omgeving

bieden voor reacties waarin waterstofperoxide, een gevaarlijk reactieve chemische stof,

gevormd en weer afgebroken wordt.

Daarbuiten zijn er nog vele kleine blaasjes/vesikels, betrokken bij het transport

van materialen tussen membraanomgeven organellen.

2.3.2 Cytosol

De matrix waarin alle organellen zich bevinden, de cytosol, bevat een massa kleine

molecules. De concentratie aan opgeloste stoffen is zo hoog dat de cytosol zich

meer als een watergebaseerde gel gedraagt, dan als een vloeistof. De (dynamische)

viscositeit van de cytosol bedraagt 1,2 à 1, 4.10−3 Pa.s, wat niet veel hoger is dan

de viscositeit van water (1, 06.10−3 Pa.s) (Garc̀ıa-Pérez et al., 1999, Periasamy et

al., 1992). Metingen van de migratiesnelheid van kleine intracellulaire metabolieten

wijzen echter op een grotere (schijnbare) viscositeit. Dit doet veronderstellen dat

er nog andere factoren een rol spelen dan de zuivere viscositeit van de vloeistoffase.

De schijnbare viscositeit van het cytoplasma bedraagt 2 à 20.10−3 Pa.s (Garc̀ıa-

Pérez et al., 1999). Cellen kunnen materialen uit een extern medium vangen in
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blaasjes die uitstulpen uit het plasmamembraan. De blaasjes versmelten daarna met

lysosomen, waar de intracellulaire vertering gebeurt. Omgekeerd kunnen cellen op

een gelijkaardige manier afvalstoffen verwijderen uit de cel (Alberts et al., 1998).

2.3.3 Cytoskelet

De cytosol is geen structuurloos mengsel van chemische stoffen. In de cel bevindt zich

een netwerk van lange, fijne eiwitfilamenten. Vaak zitten deze aan een uiteinde vast

aan het plasmamembraan of aan een centrale plek dicht bij de kern (het centrosoom).

Dit systeem van filamenten wordt het cytoskelet genoemd. De dunste filamenten zijn

actinefilamenten, de dikste zijn de microtubuli. In delende cellen vervullen micro-

tubuli een bijzondere functie: ze trekken gedupliceerde chromosomen uit elkaar en

verdelen ze over twee gelijke dochtercellen. Filamenten met een middelmatige dikte

geven de cel mechanische sterkte. Deze drie types filamenten vormen, samen met an-

dere eiwitten die zich aan de filamenten vasthechten, een systeem van draagbalken,

touwen en motoren die de cel mechanische sterkte geven, haar vorm controleren, en

haar bewegingen drijven en controleren (Alberts et al., 1998).

2.4 Morfogenese

De morfogenese beschrijft de evolutie en ontwikkeling van de vorm. Initieel is een

bevruchte eicel min of meer bolvormig, en dus geometrisch symmetrisch, maar bij

maturatie ontwikkelen zich vorm en functie. Dit proces komt tot stand door de

gecoördineerde activiteit van een veelheid aan cellen. Met morfogenese bedoelt men

meestal de structurele wijzigingen die geobserveerd worden tijdens de ontwikkeling

en het uitklaren van de onderliggende mechanismen (Palsson & Bhatia, 2004).

2.5 Celdifferentiatie

Differentiatie is het proces waarbij een cel omgevormd wordt tot een gespecialiseerd

celtype (Palsson & Bhatia, 2004). Een bespreking hiervan valt buiten het bestek van

dit werk.
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2.6 Cellulaire processen

‘Cellular Fate Processes’ (CFP) zijn de processen die de toekomst/het lot van een

cel bepalen (Palsson & Bhatia, 2004), de meest fundamentele aspecten van celgedrag

(Sulic et al., 2005). Het is ook via deze processen dat de cellen communiceren en hun

activiteiten coördineren. Deze processen zijn:

� celgroei (toename in celvolume);

� celdeling (toename in aantal cellen);

� celdifferentiatie (verandering in genexpressie en opnemen van een bepaalde

functie);

� beweging van cellen (naar een bepaalde niche of locatie);

� apoptose (geprogrammeerde celdood);

� celadhesie (fysische binding van een cel met de naaste omgeving, bijvoorbeeld

een andere cel, een extracellulaire matrix (ECM) of een artificieel oppervlak).

Deze processen bepalen de weefseldynamica, die op zijn beurt kan onderverdeeld

worden in weefselfunctie (homeostase), weefselherstel (heling van wonden) en weef-

selvorming (morfogenese en ontwikkelingsbiologie) (Palsson & Bhatia, 2004).

2.7 Celmigratie

Celmigratie speelt een belangrijke rol in veel fysiologische functies van weefsels alsook

in sommige pathologische processen (Friedl et al., 2004, Lauffenburger & Horwitz,

1996). Cellen migreren als reactie op een breed gamma van prikkels (Palsson &

Bhatia, 2004). In tabel 2.5 worden een aantal types van celmigratie weergegeven.

Type Mechanisme
chemotaxis concentratiegradiënt van een opgeloste stof
haptotaxis concentratiegradiënt van een niet-opgeloste stof
galvanotaxis elektrische stroom
‘contact guidance’ oppervlaktopologie
contactinhibitie lamellipodium gëınhibeerd door nabijheid van een buur

Tabel 2.5: Types van celmigratie (Palsson & Bhatia, 2004).

27



2. Literatuurstudie celbiologie

Beweging komt tot stand door een gecoördineerd samenspel van verschillende

elementen: morfologische polarisatie, membraanextensie, vorming van cel-substraat

aanhechting, contractiele krachten en weer verbreken van de aanhechting (Lauffen-

burger & Horwitz, 1996). Celmigratie kan aan- en uitgezet worden door kwantitatieve

veranderingen in de concentratie van moleculaire componenten, zoals adhesierecep-

toren, cytoskeletale bindingsprotëınen en ECM liganden (Huttenlocher et al., 1995).

Maar celmigratie kan ook variëren door kwantitatieve veranderingen in fysicoche-

mische eigenschappen, zoals receptor-ligand binding aviditeit (Duband et al., 1991)

en de sterkte van receptor-cytoskelet interacties (Kassner et al., 1995). Celmigratie

moet dus gezien worden als een fysisch gëıntegreerd moleculair systeem waarin het

celgedrag bepaald wordt door kwantitatieve wijzigingen in de parameters die de ki-

netische en mechanische karakteristieken van moleculaire interacties karakteriseren

(Lauffenburger & Horwitz, 1996).

Onderliggende biochemische processen

De laatste jaren heeft men al heel wat moleculaire componenten gëıdentificeerd die

betrokken zijn bij de verschillende stappen in celmigratie. Van de coördinatie tussen

deze componenten is echter nog niet alles bekend (Lauffenburger & Horwitz, 1996).

Celmigratie van een individuele cel kan geconceptualiseerd worden als een proces

van 5 stappen (Friedl et al., 2004, Palsson & Bhatia, 2004, Lauffenburger & Horwitz,

1996). Een visualisatie van de processen en krachten betrokken bij celbeweging wordt

in figuur 2.2 weergegeven.

Figuur 2.2: Illustratie van de verschillende krachten betrokken bij celmigratie (Lauf-
fenburger & Horwitz, 1996).

28



2. Literatuurstudie celbiologie

� Stap 1: Initiële celpolarisatie, veroorzaakt door intracellulaire actine polymeri-

satie, leidt tot vorming van membraanlamellopodia.

� Stap 2: Aanhechting aan de matrix via integrines, die een binding maken met

het actine cytoskelet. Aan de cel/matrix-interfase worden ‘focal adhesions’ ge-

vormd; dit zijn gespecialiseerde complexen, gereguleerd door de rho subfamilie

van de ras familie van GTP-bindingsprotëınen. Hoe deze regulatie gebeurt, is

momenteel nog niet bekend.

� Stap 3: Proteolyse (afbraak) van ECM moleculen en andere protëınen om ruim-

te te maken voor de voorwaartse expansie van het cellichaam.

� Stap 4: Contractie van het cytoplasma door myosine-gebaseerde motoren. Dit

resulteert in een trekkracht op het substraat.

� Stap 5: Loslaten van de achterzijde en celverplaatsing. De kern verplaatst zich

naar de voorzijde van de cel. De overblijvende integrines worden gerecycleerd.

De recyclage gebeurt door endocytose in vesikels, gevolgd door intracellulai-

re diffusie en gericht intracellulair transport of via het celoppervlak naar het

voorste uiteinde. Nieuw gesynthetiseerde integrines worden ingebouwd in het

plasmamembraan en worden ook naar het voorste uiteinde getransporteerd.

Morfologische polarisatie Om te migreren moeten cellen een ruimtelijke asym-

metrie aannemen, om zichzelf in staat te stellen intracellulair gegenereerde krachten

om te zetten in een netto beweging van de ganse cel. Eén aspect hiervan is pola-

risatie van de cel, d.w.z. dat er een duidelijk verschil ontstaat tussen de voorzijde

en de achterzijde van de cel. Concentratiegradiënten van stimuli zijn niet nodig om

deze respons teweeg te brengen (Lauffenburger & Horwitz, 1996). Een belangrijk

gevolg van de polarisatie is dat de extensie van het membraan, met vorming van

lamellipodia of filopodia, plaatsgrijpt aan de voorzijde van de cel, zodat richtings-

veranderingen slechts geleidelijk tot stand komen. De beweging van een cel neemt

een ‘persistent random walk’ karakter aan. Celbeweging zonder de aanwezigheid

van stimulus-gradiënten is dus afhankelijk van twee onafhankelijke parameters: de

lineaire celbewegingssnelheid en de directionele persistentietijd (zie vergelijking 2.4)

(Lauffenburger & Lindermann, 1993).

Membraanextensie Lamellipodia zijn brede, platte structuren. Filopodia zijn

dunne, cilindrische naaldvormige uitstulpingen van het celmembraan. In deze struc-
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turen zitten geen cytoplasmatische organellen, maar wel veel actine en actine-geas-

socieerde protëınen. Beide kunnen zich reversibel uitstrekken in drie dimensies, zelfs

bij beweging over een tweedimensioneel substraat. Extensie van lamellipodia en fi-

lopodia als reactie op migratiestimuli is gekoppeld aan lokale actinepolymerisatie

(Lauffenburger & Horwitz, 1996).

Vorming en stabilisatie van aanhechtingen Net zoals er meer membraanex-

tensie is aan de voorzijde van de cel, is daar ook een sterkere neiging tot aanhechting.

Cdc42, rac en rho, leden van de rho subfamilie van GTP-bindingsprotëınen spelen

een belangrijke rol in de regulatie van de vorming van adhesieve bindingen. Vorming

van filopodia wordt gereguleerd door cdc42, die van lamellipodia door rac. De inter-

actie tussen deze bindingsprotëınen is echter niet volledig uitgeklaard (Lauffenburger

& Horwitz, 1996).

Contractiele krachten en trekkrachten Er moeten op zijn minst twee soor-

ten krachten onafhankelijk van elkaar gegenereerd worden in een cel, om beweging

mogelijk te maken. De eerste is de kracht nodig voor extensie van het membraan

(lamellipodia en filopodia); actinepolymerisatie en organisatie ervan in bundels (fila-

menten) voorzien in deze kracht. De tweede kracht is een contractiele kracht, nodig

voor de voorwaartse beweging van de cel. Deze kracht hangt af van actieve myosine-

gebaseerde cellulaire motoren. De bewegingssnelheid wordt echter niet volledig gede-

termineerd door de contractiele krachten die in de cel gegenereerd worden, aangezien

de lokale kracht van het substraat op de cel via de cel-substraat aanhechtingen ook

een invloed heeft. De grootte van deze kracht hangt af van de gevoeligheid van de

aanhechtingen voor afbraak (Lauffenburger & Horwitz, 1996).

Myosine II is een lange, staafvormige, tweekoppige molecule die kan polymeriseren

in bipolaire filamenten. Myosine I daarentegen heeft slechts een kop, en een korte

staart. Beide kunnen binden aan actinefilamenten en ATP-afhankelijke beweging

bewerken (Lauffenburger & Horwitz, 1996).

Losmaken van de achterzijde Snelle migratie vergt efficiënte mechanismen om

adhesieve bindingen aan de achterzijde van de cel weer op te heffen. De losmaking

van de achterzijde van de cel kan zelfs in sommige gevallen de netto bewegingssnelheid

van de cel bepalen (Chen, 1981). De meeste types tumorcellen bezitten geen sterke

intercellulaire bindingen, en prefereren dus groei en migratie als afzondelijke cellen

(Friedl et al., 2004).
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Calcium speelt een rol in adhesiviteit en beweging(ssnelheid). De fysiologische

concentratie van Ca is ongeveer 0,09 mM (Doyle & Lee, 2005). Studies met fibro-

blasten hebben aangetoond dat cytoskeletale spanning een belangrijke factor is in

gecoördineerde celbeweging. Een beweging van de cel wordt namelijk steeds gevolgd

door retractie aan het achteruiteinde van de cel (Chen, 1981). De veronderstelling

dat cytoskeletale spanning protrusie inhibeert maar retractie faciliteert wordt onder-

steund door de bevinding dat deze processen invers proportioneel met elkaar verlopen

(Chen, 1979). Intracellulair calcium reguleert veel moleculaire processen die essenti-

eel zijn voor celbeweging, inclusief cytoskeletale dynamica, contractiliteit en verlies

van adhesie (Stossel, 1993, Sjaastad & Nelson, 1996, Mandeville et al., 1995).

Celmigratie mathematisch beschreven

Individuele beweeglijke cellen bewegen volgens een willekeurig pad. Dit kan mathe-

matisch beschreven worden zoals een moleculair diffusieproces. Het voordeel van

cellen is echter dat hun migratie kan gemeten worden op individuele basis, omdat

cellen veel groter zijn dan moleculen. De beweging kan beschreven worden in termen

van celsnelheid (v) en de persistentietijd (p) (Palsson & Bhatia, 2004). De persis-

tentietijd wordt gedefinieerd als de tijd dat een cel beweegt zonder significant van

richting te veranderen. Deze definitie laat nog ruimte voor interpretatie, aangezien

‘significant’ een relatief begrip is. Ook is vastgesteld dat dierlijke cellen geen ‘straight

run and random-turn’ patroon beschrijven, zoals microbiële cellen dat doen. In een

tweedimensionele geometrie kan de random bewegingscoëfficiënt σ als volgt bepaald

worden (Palsson & Bhatia, 2004):

σ =
1

2
v2p. (2.4)

Celmigratie kan ook op een andere manier gekarakteriseerd worden door twee on-

afhankelijke variabelen: de snelheid v en de migratiehoek ϕ (Schienbein et al., 1994).

Elke variabele kan beschreven worden door een stochastische differentiaalvergelij-

king, een Langevin-vergelijking. Bespreking ervan valt echter buiten het bestek van

dit werk.

Chemotaxis is een gerichte beweging van de cel volgens een concentratiegradiënt.

Dit systeem kan beschouwd worden als een automatische regelaar met gesloten-kring

systeem met terugkoppeling (Schienbein et al., 1994). De reactie van de cel op een

concentratiegradiënt bestaat uit een deterministische en een stochastische compo-
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nent, waardoor de cel een ietwat kronkelend pad volgt, maar globaal gezien wel

duidelijk in een bepaalde richting. Er is experimenteel aangetoond dat tijdelijke

fluctuaties in v en ϕ onafhankelijk zijn van elkaar, en dat de overheersende snelheid

onafhankelijk is van de migratiehoek. De overheersende snelheid wordt bepaald door

de celmotor en is evenredig met het aantal receptoren gebonden met chemokinesesti-

mulerende moleculen.

2.7.1 Celaggregaten

In collectieve migratie worden stappen 1 t.e.m. 4 van de migratiecyclus van indivi-

duele cellen behouden, maar het loslaten van de achterzijde en voorwaarts bewegen

(stap 5) verloopt anders. Omdat gepolariseerde cel-matrix interacties en krachtge-

neratie enkel voorkomen aan de ‘vrije’ pool van het celaggregaat, ontstaat er een

eenpolige leidende rand (lamella). De cellen in deze leidende rand blijven verbon-

den met hun buurcellen via intercellulaire bindingen (juncties) en trekken deze mee.

Tracering van individuele cellen in migrerende celclusters toont aan dat cellen hun

positie binnen het celaggregaat precies behouden tijdens de collectieve verplaatsing

(Hegerfeldt et al., 2002). De inwendige architectuur van de celcluster wijzigt dus

niet (Friedl et al., 2004). Strekking van de leidende rand en retractie aan de ach-

terzijde verlopen gelijktijdig in gekoppelde cellen. Daardoor ontstaat er een verschil

tussen de ‘trekkende’ cellen en de daarmee verbonden ‘getrokken’ cellen; er is een

voorzijde-achterzijde asymmetrie in de celgroep. Terwijl de cellen van de leidende

rand betrokken zijn in cel-ECM interacties en proteolytische ECM hermodellering,

wordt het ontstane matrixdefect aan de achterzijde collectief opgevuld met volgcellen

zodat er geen gat ontstaat in de celcluster. Dit vereist een voorwaartse beweging van

cellen naar de leidende rand of het creëren van nieuwe cellen door celdeling om de

extra ruimte op te vullen (Friedl et al., 2004).

In mechanisch contact met andere cellen, oefenen cellen een kracht uit op naburige

cellen. Deze buurcellen proberen te ontsnappen aan deze druk door weg te bewegen

van de wrijving veroorzaakt door nabije cellen en het extracellulair materiaal. Dras-

do (Drasdo, 2007) neemt aan dat de migratie kan gekarakteriseerd worden door een

effectieve wrijvingsconstante, zoals voor werkelijke wrijving. Voor elke cel wordt een

aparte bewegingsvergelijking opgesteld (Drasdo, 2007). Deze vergelijking is voorna-

melijk stochastisch. Als de deterministische termen echter veel groter worden dan de

stochastische term, kan deze laatste verwaarloosd worden.
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2.7.2 Numerieke waarden (gëısoleerde cellen)

In afwezigheid van chemotactische signalen voeren gëısoleerde cellen in suspensie of

cultuurmedium een willekeurige beweging uit, die gekarakteriseerd kan worden met

de celdiffusieconstante D, met D ≈ 10−11 cm2/s (Drasdo, 2007).

Mandeville et al. (1995) schrijft dat de door hen onderzochte cellen over een

tijdsperiode van 6 minuten netto 16, 4 ± 0, 8 à 19, 9 ± 1, 3 µm aflegden. Mombach

en Glazier (Mombach & Glazier, 1996) vermelden echter een celverplaatsing van

slechts ongeveer een zesde van een celdiameter over een half uur. Dit is 1,7 à 2,1 µm

per 30 minuten; beduidend lager dan de experimentele bevindingen van Mandeville

et al.(1995). Endotheelcellen bewegen met een gemiddelde snelheid van 25 à 30

µm/h (Palsson & Bhatia, 2004). Men moet dus besluiten dat celmigratie sterk kan

variëren naargelang het celtype en de specifieke omstandigheden. De concentratie van

nutriënten in de micro-omgeving van de cel heeft ook een invloed op de celbeweging.

Hoe groter de lokale celdensiteit, hoe waarschijnlijker het is dat de cel zal migreren

(Martins et al., 2007).

2.8 De celcyclus

2.8.1 Overzicht van de celcyclus

Een cel reproduceert zichzelf door middel van een geordende opeenvolging van gebeur-

tenissen waarbij haar inhoud gedupliceerd wordt en ze uiteindelijk in twee deelt. Deze

cylcus van duplicatie en deling wordt de celcyclus genoemd (Alberts et al., 1998). De

duur van de celcyclus kan gedefinieerd worden als het interval tussen het midden van

de mitose (celdeling) in de oudercel en het midden van de daaropvolgende mitose in

de dochtercel (Baserga, 1965). De celcyclus is ontdekt door Howard en Pelc (1951).

De eukaryotische celcyclus wordt traditioneel onderverdeeld in vier fasen. De

meest opvallende gebeurtenissen tijdens de celcyclus zijn de mitose (het delen van

de celkern) en de cytokinese (het in twee splitsen van de cel). Samen vormen ze de

M-fase4. In een typische zoogdiercel neemt deze fase ongeveer een uur in beslag. De

periode tussen een M-fase en de daarop volgende M-fase wordt de interfase genoemd.

Deze interfase omhelst de drie overige fasen in de celcyclus. Tijdens de S-fase5 kopi-

eert de cel het DNA dat zich in de kern bevindt. De periode tussen het einde van de

4M staat voor mitose.
5S staat voor synthese.
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M-fase en het begin van de S-fase is de G1-fase
6. De G2-fase is het interval tussen

het einde van de S-fase en de aanvang van de M-fase (Alberts et al., 1998, Bosman &

Van Krieken, 2004). In de G1-fase en de G2-fase grijpt er RNA- en protëınesynthese

plaats (Baserga, 1965). De celcyclus is visueel voorgesteld in figuur 2.3. De duur

van de celcyclus kan sterk variëren. De minimumtijd van een celcyclus, gemeten aan

cellen in weefselkweek, bedraagt ongeveer 16 uur. In vivo is deze voor darmepitheel

12 uur, voor de epidermis 21 dagen en voor de lever 160 dagen (Bosman & Van

Krieken, 2004). Sommige cellen, zoals spiercellen en zenuwcellen, delen helemaal

niet (Alberts et al., 1998). De celcyclusduur kan experimenteel bepaald worden uit

de helling van de groeicurve in de exponentiële groeifase van de populatie (Drasdo et

al., 2007).

Figuur 2.3: Schematische weergave van de celcyclus.

Het kan echter ook gebeuren dat een cel van de G1-fase naar de G0-fase gaat;

dit is een soort rustfase. Het schijnt zelfs dan zoogdiercellen slechts prolifereren als

en slechts als ze daartoe gestimuleerd worden door signalen van andere cellen, en

overgang naar de G0-fase dus meer regel is dan uitzondering (Alberts et al., 1998).

De cel stapt dan als het ware uit de celcyclus (zie figuur 2.3), voor onbepaalde duur

(Alberts et al., 1998). Na een bepaalde periode kan de cel eventueel wel weer de

celcyclus hervatten, na een adequate stimulus (Bosman & Van Krieken, 2004). De

overgang naar de G0-fase is dus reversibel. Ook kunnen een of beide dochtercellen na

de mitose differentiëren en niet-delende cellen worden. De meeste weefsels zijn qua

celaantal in dynamisch evenwicht. Dit wil zeggen dat de helft van de nieuw gevormde

6G staat voor ‘gap’.

34



2. Literatuurstudie celbiologie

cellen een niet-delende cel wordt. Of een cel zal differentiëren, wordt beslist in de

interfase, op basis van omgevingsomstandigheden (Baserga, 1965).

2.8.2 Duur van de verschillende fasen

De duur van de verschillende fasen is afhankelijk van de micro-omgeving van de cel,

het celtype en het organisme (Baserga, 1965). Fibroblasten in celcultuur hebben een

celcyclustijd van ongeveer 20 uur (Alberts et al., 1998). De G1-fase duurt ongeveer 8

uur, de S-fase 6 uur, de G2-fase 4,5 uur en de mitose 1 uur; de cytokinese duurt slechts

enkele minuten (Straight et al., 2003). De G1-fase varieert het meest in duur (Baser-

ga, 1965). In tabel 2.6 staat de minimale en maximale tijdsduur van de celcyclusfasen,

om een rudimentaire aanduiding te geven van de ordegrootte van de geobserveerde

variatie.

Fase Minimale duur Maximale duur
G1-fase 8 uur maanden
S-fase 4,5 uur 30 uur
G2-fase 30 minuten 9 uur
M-fase 30 minuten 2,5 uur

Tabel 2.6: De duur van de verschillende fasen van de celcyclus (zoogdiercellen) (Ba-
serga, 1965).

2.8.3 Celcycluscontrole

Celcyclus-overgangen zijn unidirectioneel en worden gecontroleerd door restrictie- of

controlepunten (‘checkpoints’). Deze zorgen ervoor dat bepaalde biochemische ge-

beurtenissen in de juiste volgorde aan elkaar worden gelinkt (Palsson & Bhatia, 2004).

De toegang tot de celcyclus (overgang van de G0- naar de G1-fase) en de progressie

van een cel doorheen de celcyclus wordt gereguleerd door cytoplasmatische eiwitten,

waaronder cyclines, CDK’s7, CKI’s8 en het anafase bevorderend complex (Jiang et

al., 2005, Bosman & Van Krieken, 2004). De cyclines vormen een complex met de

cycline-afhankelijke kinasen; voor elk van de fasen van de celcyclus is er een specifiek

cycline/CDK-complex. Dit complex activeert door fosforylering transcriptiefacto-

ren, die op hun beurt de genen activeren die essentieel zijn voor de voortgang van

7Cycline afhankelijke kinases.
8Cycline afhankelijke kinase inhibitoren.
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de cel door de celcyclus. De cycline/CDK-complexen worden geremd door CDK-

remmers, zoals de eiwitten p21 en p27. Het evenwicht tussen het cycline/CDK-

complex en de CDK-remmer bepaalt of de cel verdergaat in de celcyclus (Bosman &

Van Krieken, 2004).

Controle in de G1-fase Oplosbare groeifactoren, onoplosbare ECM-moleculen

en mechanische krachten dragen allemaal bij tot de controle van de voortgang van

de celcyclus in de G1-fase, en elk kan de voortgang een halt toe roepen (Huang

& Ingber, 1999). Vooraleer de cel overgaat in de S-fase worden de celafmetingen,

bepaalde omgevingsfactoren en de integriteit van het DNA gecontroleerd (Palsson &

Bhatia, 2004). Eens een cel deze drempel heeft overwonnen, loopt de celcyclus verder

geprogrammeerd af (Bosman & Van Krieken, 2004).

Fibroblasten die niet aan een substraat verbonden zijn blijven hangen in het

midden van de G1-fase, terwijl dezelfde cellen het restrictiepunt passeren en over-

gaan naar de S-fase wanneer ze opnieuw kunnen aanhechten aan het ECM substraat

(Huang & Ingber, 1999). Maar anderzijds is aangetoond dat epitheel- en endotheel-

weefselcellen ook kunnen stoppen met groeien, ook al blijven ze verankerd met hun

ECM. ECM-verankering is dus geen voldoende voorwaarde voor groei. Wanneer deze

cellen het contact met de ECM verliezen, wordt in veel gevallen apoptose gëınitieerd

(Wicha et al., 1980). Het feit dat een groeistop wordt vastgesteld wanneer cellen

zich in een monolaag verzamelen (dichtheid-afhankelijke groeïınhibitie) kan ook ver-

klaard worden door wijzigingen in de celvorm, onafhankelijk van intercellulair contact

(Folkman & Moscona, 1978).

Controle in de S-fase en de G2-fase Vooraleer een cel overgaat naar de M-

fase wordt de celgrootte gecontroleerd en er wordt nagegaan of de DNA replicatie

volledig voltooid is, en het gerepliceerde DNA geen fouten bevat. Wanneer het DNA

niet in orde is, treedt apoptose op en sterft de cel (Palsson & Bhatia, 2004, Alberts

et al., 1998).

Overgang naar de G0-fase Experimenten tonen aan dat 85% van de quiescente9

cellen gestopt werden in de G1-fase (Freyer & Sutherland, 1986, LaRue et al., 1998).

Slechts in sommige cellijnen kan quiescentie ook optreden in de S-fase of de G2-fase

(LaRue et al., 1998).

9Een cel in de G0-fase noemt men quiescent, in rust.
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Invloed van de ECM Hoewel het inzicht in de signaaltransductie en de celcyclus-

regulatie eerst verworven werd door de analyse van oplosbare mitogenen, is het nu

duidelijk geworden dat de extracellulaire matrix een even belangrijke groeiregulator is

(Huang & Ingber, 1999). Integrinereceptoren op de celmembraan bewerkstelligen cel-

aanhechting aan de ECM en brengen biochemische signalen over naar de kern door

dezelfde intracellulaire signalisatiewegen te gebruiken als bij groeifactorreceptoren

(Kumar, 1998). Integrinebezetting en clustering leidt tot stimulatie van verschillen-

de mitogenische gebeurtenissen die geassocieerd zijn met de overgang van de G0-

naar de G1-fase van de celcyclus (Huang & Ingber, 1999).

2.8.4 Quiescentie van cellen

Een quiescente cel is een cel in de G0-fase (de rustfase). Cellen in een sferisch cel-

aggregaat vertonen een daling in celvolume wanneer ze in een quiescente toestand

komen. Metingen met individuele cellen hebben aangetoond dat zuurstof- en glu-

coseconsumptie gecorreleerd zijn met celvolume en met de ontwikkeling van niet-

prolifererende cellen (Martins et al., 2007). Martins et al. (2007) besluiten dat

cellen in het quiescente stadium inherent een lager nutriëntverbruik hebben. Het

metabolisme verlaagt en de celgroei stopt wanneer een cel quiescent wordt (Jiang et

al., 2005).

2.9 Celgroei en celdeling

Celgroei en celdeling worden genetisch gereguleerd om ervoor te zorgen dat de weef-

sels en het organisme de optimale afmetingen hebben en functioneel zijn. Naast de

genetische controle worden groei en deling ook bëınvloed door andere factoren, zoals

nutriënten en temperatuur in sommige organismen. Verschillende studies hebben

uitgewezen dat celgroei en celdeling afzonderlijke processen zijn, doch in de meeste

cellen gecoördineerd verlopen (Sulic et al., 2005).

2.9.1 Celgroei

De initiële straal van een sferische dochtercel is ongeveer 5 µm (Galle et al., 2005).

De massa van een dochtercel ligt in de in de grootte-orde van 1.10−8 g (Freyer, 1988).

Toename in cytoplasma is er voornamelijk in de G1-fase (Van Suijlekom, 2006). De

hoeveelheid nutriënten (en de kwaliteit ervan) bepaalt hoe snel een cel de G1-fase
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kan doorlopen. Cellen halen de meeste energie uit glucose en groeien daarom ook het

snelst op glucose. De aanwezigheid van nutriënten regelt de snelheid en hoeveelheid

van de aanmaak van cyclines (zie sectie 2.8.3), die belangrijk zijn voor de progressie

door de celcyclus (Van Suijlekom, 2006).

Bij zoogdiercellen in vitro wordt celgroei geblokkeerd bij afwezigheid van voe-

dingsstoffen, groeifactoren of behandeling met translatie-inhibitoren. Deze blokke-

ring van de celcyclus vindt meestal plaats in de G1-fase. Anderzijds kan een overvloed

aan nutriënten of de activatie van groeiregulerende signaalpathways de celcyclus ver-

snellen (Sulic et al., 2005).

In een intact weefsel is de regulatie nog een stuk complexer, aangezien daar

verschillende regulatiemechanismen (cel-cel communicatie, groeifactoren, ‘patterning

signals’, hormonen en nutriënten) tegelijkertijd kunnen werken (Sulic et al., 2005).

Drukopbouw door de aanwezigheid van naburige cellen (Helmlinger et al., 1997)

en verhoogde vloeistofdruk binnenin een weefsel (Sarntinoranont et al., 2003) blijken

groei te inhiberen in sferische celaggregaten en tumoren (Jiang et al., 2005, Drasdo et

al., 2007). Epitheelcellen zijn in staat om veranderingen in de micro-omgeving waar

te nemen door hun eigen extensie en compressie te voelen, en ze koppelen vorm-

veranderingen aan celmigratie en proliferatie (Gloushankova et al., 1997). Sommige

effecten van celcontactvorming en verlies van celcontact kan men dus toeschrijven aan

de fysische interactie tussen individuele cellen onderling, en individuele cellen en hun

substraat (Galle et al., 2005). Cellen die een sterkere deformatie ondergaan hebben

een langere celcyclustijd dan cellen die minder deformatie of compressie ondergaan

(Drasdo et al., 2007).

De druk nodig om een standaardvervorming van een cel te bekomen, is eenvoudig

te meten. De exacte wiskundige analyse van zulke metingen is echter zeer ingewikkeld

(Weiss, 1965). Daarom is het moeilijk om bruikbare kwantitatieve gegevens over de

invloed van druk op celgroei te vinden.

2.9.2 Celdeling

Cytokinese (celdeling) is het proces waarbij dochtercellen van elkaar gescheiden wor-

den, na de mitose (kerndeling) (Straight et al., 2003). Tijdens de cytokinese onder-

gaan het cytoskelet en de membraansystemen van de cel een sterk gecoördineerde

reeks van veranderingen in de loop van enkele minuten (Straight & Field, 2000, Glot-

zer, 2001). Hoe het delingsvlak bepaald wordt is nog niet uitgeklaard (Straight et

al., 2003, Hinchcliffe, 2003).
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Epitheelcellen in cultuur kunnen enkel delen als ze voldoende in contact zijn met

het substraat, en dit komt overeen met in vivo bevindingen. Anders treedt anoikis

(verankering-afhankelijke apoptose) op (Galle et al., 2005).

2.10 Celdood

Celdood komt voor in twee hoofdvormen: necrose en apoptose (zie figuur 2.4). Ne-

crose komt door extreme condities (bijvoorbeeld door zuurstofgebrek, hyperthermie,

fysische beschadiging, chemische inwerking, . . . ) of aanvallen door micro-organismen,

waardoor er een verlies van membraanintegriteit ontstaat, met zwelling en lysis

(celmembraanbreuk) tot gevolg (Vermes, 2002, Palsson & Bhatia, 2004, Drasdo et

al., 2007). Tijdens necrose wordt de celinhoud ongecontroleerd vrijgegeven aan de

celomgeving, wat resulteert in schade bij de omliggende cellen en een sterke inflam-

matoire respons in het weefsel (Leist & Jaattela, 2001). Apoptose is een gereguleerde

fysiologische respons veroorzaakt door een niet-lethale stimulus, die echter een cas-

cade van cellulaire reacties activeert die uiteindelijk resulteert in celdood (Arden &

Betenbaugh, 1994). Het maakt deel uit van weefselgroei en -functie. In de apoptose

krimpen cellen, worden ze denser en vallen uit elkaar in fragmenten. De fragmenten

blijven echter aan de celmembraan hangen, zodat ze andere cellen niet beschadigen.

Disfunctioneren van apoptose is een deel van tumorvorming (Palsson & Bhatia, 2004).

Figuur 2.4: Vergelijking van apoptose en necrose (Gewies, 2003).
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2.10.1 Apoptose

Apoptose of geprogrammeerde celdood is een sterk gereguleerd en tegelijkertijd zeer

efficiënt celdoodprogramma dat een interactie van een heel aantal factoren vereist.

De componenten van het apoptose-signaalnetwerk zijn genetisch gecodeerd en wor-

den beschouwd steeds te werken in een cel met een kern, en klaar om geactiveerd te

worden door een dood-inducerende stimulus (Ishizaki et al., 1995, Weil et al., 1996).

Apoptose kan gëınitieerd worden door allerlei stimuli van zowel buiten als binnen de

cel, bijvoorbeeld door binding aan celoppervlakreceptoren, door DNA-schade door

defecten in DNA-herstelmechanismen, behandeling met cytotoxische stoffen of stra-

ling, door een gebrek aan overlevingssignalen, contradictorische celcyclussignalisatie,

. . . ‘Doodsignalen’ van zulke diverse origine activeren desalniettemin een gemeen-

schappelijke celmachinerie die leidt tot de karakteristieke eigenschappen van apop-

totische celdood (Gewies, 2003). Apoptose wordt gekarakteriseerd door een reeks

morfologische veranderingen, zoals het krimpen van de cel, fragementatie in mem-

braangebonden apoptotische lichamen en snelle fagocytose door naburige cellen (Sa-

raste & Pulkki, 2000, Arden & Betenbaugh, 1994), zonder schade voor de omliggende

cellen.

Biologische beschrijving van apoptose

Celdood voltrekt zich in een tijdsbestek van de grootte-orde van een uur. Het

apoptose-proces kan onderverdeeld worden in 3 fasen (Palsson & Bhatia, 2004):

1. De inductiefase. Deze hangt af van de specifieke dood-inducerende signalen.

2. De effector-fase. Tijdens deze fase wordt de ‘centrale uitvoerder’ geactiveerd

en pleegt de cel zelfmoord.

3. De degradatiefase. Tijdens de eindfase van apoptose, komen er grote bioche-

mische en morfologische veranderingen voor.

Het onderliggend biochemisch proces

Er zijn drie verschillende manieren waardoor apoptose gëınduceerd kan worden: (1)

een extern ”moord”signaal, zoals een Fas Ligand binding aan een Fas oppervlak

”dood-receptor, (2) een zelfmoordcommando gëınitieerd door een externe stressfac-

tor zoals ultraviolette straling, of (3) verwijdering van een extracellulair ‘overlevings-

signaal’ (trofische factoren). Deze 3 ‘pathways’ convergeren naar eenzelfde familie
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van enzymes, de caspases. Deze enzymen worden gestockeerd in een inactieve vorm

(procaspases). De caspase-familie bestaat uit initiator-caspases en effector-caspases

(Palsson & Bhatia, 2004).

2.10.2 Anoikis

Anoikis is een speciaal type van selectieve geprogrammeerde celdood die voorkomt

wanneer cellen contact verliezen met het substraat (namelijk intacte ECM-protëınen)

(Drasdo et al., 2007, Chen et al., 1997, Stupack & Cheresh, 2002). Deze cellen

ondergaan dan apoptose na een periode van enkele uren (Drasdo et al., 2007). Veel

epitheelcelpopulaties zijn gevoelig voor anoikis en groeien bijgevolg in een celcultuur

tot een gelijkmatige monolaag van cellen (Li et al., 2003, Warchol, 2002, Klekotka et

al., 2001).

2.10.3 Necrose

Wanneer een cel sterft door necrose, produceert de cel inhibitiefactoren en afvalstof-

fen, gedurende een periode van 24 uur (Jiang et al., 2005).

2.10.4 Regulatie van celdood

Volgens een recente opvatting zouden alle cellen van een multicellulair organisme in-

trinsiek geprogrammeerd zijn voor zelfdestructie en ze zouden onmiddellijk sterven,

tenzij de dood continu onderdrukt zou worden door overlevingssignalen, die door an-

dere cellen voorzien worden, zoals groeifactoren, hormonen en voedingsstoffen (Ge-

wies, 2003). Deze overlevingssignalen zouden de expressie en/of activiteit van anti-

apototische regulatiemoleculen versterken, en zo de activatie van pro-apoptotische

factoren beletten (Ameisen, 2002, Raff et al., 1993). Deze veronderstelling wordt

bevestigd door de identificatie van verschillende anti-apoptotische molecules en me-

chanismen en van pro-apoptotische factoren (Gewies, 2003).

2.11 Metabolisme

Het glucosemetabolisme is voorgesteld in figuur 2.5. Het kan onderverdeeld worden

in glycolyse, fermentatie en de citroenzuurcyclus & de elektronentransportketen.

Glucose en zuurstof diffunderen van het bloedvat naar de cel. Glucose wordt om-

gezet in pyruvaat, met vrijzetting van 2 moleculen ATP. In aanwezigheid van zuurstof
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Figuur 2.5: Glucosemetabolisme in zoogdiercellen. Glucose en zuurstof diffunderen
van het bloedvat naar de cel. Glucose wordt omgezet in pyruvaat, met vrijzetting
van 2 moleculen ATP. In aanwezigheid van zuurstof wordt pyruvaat geoxideerd tot
HCO−3 met generatie van (in theorie) 36 moleculen ATP; in afwezigheid van zuurstof
wordt pyruvaat gereduceerd tot lactaat, dat verwijderd wordt uit de cel (Gatenby &
Gillies, 2004).

wordt pyruvaat geoxideerd tot HCO−3 met generatie van (in theorie) 36 moleculen

ATP; in afwezigheid van zuurstof wordt pyruvaat gereduceerd tot lactaat, dat ver-

wijderd wordt uit de cel (Gatenby & Gillies, 2004). Uit berekeningen blijkt dat cellen

slechts voldoende zuurstof kunnen krijgen wanneer ze zich minder dan 150 µm van

een bloedvat bevinden (Krogh, 1919). Empirische studies hebben uitgewezen dat

levende tumorcellen niet voorkomen op afstanden groter dan 160 µm van bloedvaten

(Thomlinson & Gray, 1955), wat overeenkomt met de berekeningen van Krogh. Ex-

perimentele studies in diermodellen hebben aangetoond dat de partiële zuurstofdruk

(pO2) quasi nul is op afstanden groter dan 100 µm van een bloedvat (Dewhirst et

al., 1994, Helmlinger et al., 1997). De beperkte diffusiesnelheid van glucose en vooral

van zuurstof resulteert dus in een lokale gradiënt in voedingsstoffen, wat zijn weerslag

heeft op het lokale metabolisme.

2.11.1 Glycolyse

Glycolyse is de opeenvolging van reacties waarbij een molecule glucose wordt ge-

metaboliseerd in twee molecules pyruvaat, met netto vrijzetting van energie onder

de vorm van twee molecules adenosinetrifosfaat (ATP)10. Dit proces vereist geen

10ATP kan beschouwd worden als de munteenheid voor energie binnenin de cel.
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zuurstof. Onder anaerobe condities kan pyruvaat verder omgezet (gefermenteerd)

worden in lactaat. In aerobe condities kan pyruvaat verder omgezet worden (cellu-

laire ademhaling) in koolstofdioxide (CO2), met generatie van heel wat meer ATP

dan bij fermentatie.

De netto reactievergelijking van de verschillende stappen in de glycolyse is:

glucose + 2 Pi + 2 ADP + 2 NAD+ → 2 pyruvaat + 2 ATP + 2 NADH

+ 2 H+ + 2 H2O.

2.11.2 Fermentatie tot lactaat

De omzetting van pyruvaat tot lactaat (onder anaerobe omstandigheden) en vice

versa komt voor in tumorcellen (Jiang et al., 2005) en verloopt volgens de reactiever-

gelijking:

pyruvaat + NADH + H+ � lactaat + NAD+.

2.11.3 De citroenzuurcyclus en de elektronentransportketen

Zoals hierboven beschreven kan pyruvaat (het eindpunt van de glycolyse) verder

omgezet worden in lactaat (fermentatie) of CO2 (ademhaling), afhankelijk van de

beschikbaarheid van zuurstof.

Pyruvaat decarboxylatie door het pyruvaat dehydrogenase complex geeft acetyl-

CoA. Hierbij wordt onder andere 1 molecule NADH gegenereerd:

pyruvaat + CoA + NAD+ → acetyl-CoA + NADH + H+ + CO2

Aerobe ademhaling bestaat uit twee processen: de Krebs-cyclus (of TCA-cyclus

of citroenzuurcyclus) en de elektronentransportketen (ETK) (Alberts et al., 1998).

De stoechiometrie van de citroenzuurcyclus gaat als volgt:

acetyl-CoA + 3 NAD+ + FAD + GDP + Pi + 2 H2O → 2 CO2 +

3 NADH + FADH2 + GTP + 2 H+ + CoA.

De NADH en FADH2 die gevormd worden in de glycolyse en de citroenzuurcy-

clus zijn energierijke molecules aangezien ze een elektronendoublet hebben met een

hoge transfertpotentiaal. Wanneer deze elektronen gebruikt worden om moleculaire

zuurstof om te zetten in water, komt er een grote hoeveelheid van energie vrij, die ge-

bruikt kan worden om ATP te vormen. Dit proces noemt men oxidatieve fosforylatie

(Berg et al., 2002) en de stoechiometrie ervan is als volgt:
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voor NADH: 1
2

O2 + NADH → 3 ATP,

voor FADH2:
1
2

O2 + FADH2 → 2 ATP.

De globale energiewinst

De globale reactievergelijking van de volledige oxidatie van glucose (in aerobe om-

standigheden) kan als volgt geschreven worden11:

glucose + 6 O2 � 6 CO2 + 6 H2O + 38 ATP.

2.11.4 mTOR

Het protëıne mTOR12 is een serine/threonine kinase dat celgroei controleert op

basis van de nutriëntstatus, naast celmigratie, celoverleving, protëınesynthese en -

transcriptie (Schieke et al., 2006, Hay & Sonenberg, 2004, Sulic et al., 2005, Tokunaga

et al., 2004). Er is verrassend weinig bekend over welke parameters en mechanismen

het intrinsieke stofwisselingsniveau van een organisme bepalen. Ook op celniveau

en moleculaire regulatie van mitochondriële activiteit is nog niet alles uitgeklaard

(Schieke et al., 2006).

2.11.5 Numerieke waarden

De (maximale) opname van zuurstof en glucose door de cel zijn overzichtelijk weer-

gegeven in tabel 2.7.

Stof Opnamesnelheid Referentie
zuurstof 7, 16.10−17 mol/(s.cel) (Venkatasubramanian et al., 2006)

2, 42.10−15 mol/(s.cel) (Busini et al., 2007)
glucose 1, 33.10−16 mol/(s.cel) (Venkatasubramanian et al., 2006)

6, 17.10−16 mol/(s.cel) (Busini et al., 2007)

Tabel 2.7: De maximale opnamesnelheid van voedingsstoffen.

Jiang et al.(2005) drukken de opname van zuurstof, glucose en de productie van

afvalstoffen uit in mM per uur per kubieke centimeter weefsel. Voor een prolifere-

rende cel zijn de getalwaarden respectievelijk 108, 162 en 240 wat betreft zuurstof-

opname, glucose-opname en afvalstoffenproductie. De respectievelijke waarden voor

11In theorie levert deze reactie 38 moleculen ATP. Uit metingen blijkt echter dat de ATP-
opbrengst in praktijk iets lager is (± 30 moleculen ATP).

12Mammalian Target Of Rapamycin. Rapamycine of sirolimus is een molecule van bacteriële oor-
sprong, en heeft een anti-proliferatief effect, aangezien het bindt aan het mTORC1 complex. Daarom
kan rapamycine mogelijks gebruikt worden in de behandeling van kanker (Huang & Houghton, 2001).
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quiescente cellen zijn 50, 80 en 110. Necrotische cellen nemen geen nutriënten op en

produceren geen afvalstoffen.

2.12 Cellulaire communicatie

2.12.1 Intercellulaire communicatie

Cellen ondergaan verschillende processen die hun bestemming bepalen, de zogenaam-

de ‘cellular fate processes’. Cellen initiëren of ondergaan deze processen niet in iso-

latie, maar gebaseerd op verschillende signalen uit de celomgeving. Cellen kunnen

communiceren via verschillende wegen om hun activiteiten te coördineren. Cellen in

weefsels communiceren met elkaar via drie belangrijke wegen (zie figuur 2.6) (Palsson

& Bhatia, 2004):

1. Ze scheiden opgeloste stoffen af, typisch kleine protëınen bekend als cytokines

en chemokines.

2. Ze scheiden niet-oplosbare stoffen af die de fysische of chemische samenstelling

van de micro-omgeving wijzigen door modificaties van de extracellulaire matrix.

3. Ze raken elkaar aan en communiceren via direct cel-cel contact.

Daarbuiten reageren cellen ook op mechanische stimuli in hun micro-omgeving op

een gelijkaardige manier als hoe ze reageren op biochemische stimuli. De middelen

waarmee cellen in weefsels interageren met hun micro-omgeving verschillen qua ka-

rakteristieke tijds- en lengteschaal en qua specificiteit. Elk signaaltype is geschikt om

een bepaalde boodschap over te brengen (Palsson & Bhatia, 2004). De verschillende

types van signaaloverdracht worden in de volgende paragrafen besproken.

2.12.2 Oplosbare signalen

Groeifactoren zijn kleine protëınen in de grootteorde van 15.000 à 20.000 dalton13.

Ze zijn chemisch relatief stabiel, tenzij ze specifiek afgebroken worden. Groeifactoren

worden geproduceerd en uitgescheiden door een communicerende cel om een doelcel

te bereiken, via een van volgende wegen: autocrien (de cel scheidt groeifactor af en

boodschapt zichzelf), paracrien (de uitgescheiden groeifactor bereikt een naburige cel

13Een dalton is equivalent aan de massa van een waterstofatoom.
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Figuur 2.6: Drie mechanismen van intercellulaire communicatie. Naar Palsson &
Bathia (2004).

via diffusie), of endocrien (de cel scheidt een groeifactor af in de bloedstroom, die de

groeifactor naar de doelcel transporteert) (Palsson & Bhatia, 2004).

De afgelopen jaren werden heel wat groeifactoren, die bij verschillende celtypes

een variatie aan ‘cellular fates’ bewerken, gëısoleerd en gekarakteriseerd. Cytokines

zijn groeifactoren die proliferatie of differentiatie bëınvloeden, terwijl chemokines

celmigratie veroorzaken. Slechts zelden gebeurt het dat een cel reageert op een enkele

groeifactor. Bijna elke cel heeft een combinatie van groeifactoren nodig en de juiste

micro-omgeving om te reageren (Palsson & Bhatia, 2004).

Een paracrien signaal uitsturen

Een cel die een paracrien signaal uitstuurt moet een signaalmolecule produceren en

ze secreteren. De signaalmolecule beweegt dan van de zendercel naar de doelcel

door moleculaire diffusie. Moleculaire diffusie is een willekeurig proces. Eens er

voldoende signaalmoleculen gebonden zijn aan receptoren van de doelcel, wordt een

signaaltransductieproces gëınduceerd. De kwantitatieve parameters van deze proces-

sen kunnen benaderd worden (Palsson & Bhatia, 2004).
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De maximale secretiesnelheid van protëınen kan afgeleid worden aan de hand

van de maximale transcriptie- en translatiesnelheid. Zulke schatting geeft voor im-

munoglobulines 2000 tot 8000 antilichaam moleculen per cel per seconde (Savinell et

al., 1989). De meeste groeifactoren zijn echter tien keer kleiner dan immunoglobuline,

zodat hun secretiesnelheid ook 10 keer hoger kan liggen. Gemeten secretiesnelheden

zullen echter maar een fractie zijn van deze maximale snelheid, aangezien een cel

verschillende types protëınen tegelijkertijd produceert (Palsson & Bhatia, 2004).

Consumptie van een groeifactor door de doelcel

In veel gevallen wordt het receptor-ligandcomplex gëınternaliseerd en het signaalmo-

lecule wordt gescheiden van de receptor, en de receptor wordt gerecycleerd naar het

celmembraan. Een typische tijdsconstante voor dit hele proces ligt in de orde van

15 à 30 minuten. De opname van bepaalde groeifactoren ligt in de grootte-orde van

10−14 tot 10−13 g per cel per dag (Zandstra et al., 1997). Er is ook aangetoond dat

10.000 tot 70.000 groeifactormoleculen opgenomen moeten worden om celdeling in

complexe celculturen te stimuleren (Koller et al., 1995). Om de gewenste reactie te

verkrijgen bij de doelcel moet er een continue flux van signaalmoleculen worden ge-

creëerd door de zendercel over een bepaalde periode, aangezien de doelcel het signaal

(gedeeltelijk) opneemt en dus vernietigt (Palsson & Bhatia, 2004).

Een cel is ongeveer 10 µm groot. Een chemotactisch bewegende cel moet een idee

hebben van de concentratiegradiënt om correct op het signaal te reageren. Omdat

de cel erg klein is, en de concentratie van signaal heel laag (soms minder dan 1000

moleculen per celvolume), is het voor de cel vaak heel moeilijk tot onmogelijk om

een concentratiegradiënt over het cellichaam waar te nemen. De cel kan dan podia

gebruiken om een groter meetbereik te bekomen (Palsson & Bhatia, 2004).

Een signaal verwerken

De binding van een groeifactor aan zijn receptor zet een complex signaaltransductie-

proces in gang. Dit proces kan een gecoördineerd en intergeconnecteerd proces van

signaaldetectie, -transmissie en -versterking omvatten. Typisch gebeurt het dat de

binding van een groeifactor op zijn receptorcomplex veranderingen teweegbrengt, zo-

dat zijn intercellulaire component katalytisch actief wordt (Palsson & Bhatia, 2004).
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2.12.3 Cellulaire communicatie via de ECM

De extracellulaire matrix (ECM) bevat complexe weefsels, bindstoffen, structuurele-

menten en gels die alle cellen in een weefsel en hun cytoskelet bijeenhouden. De

ECM is multifunctioneel; het geeft weefsels mechanische steun, cellen met een sub-

straat waarop de cellen kunnen migreren, en een plaats voor signaaloverdracht. De

ECM is dynamisch en wordt voortdurend gewijzigd. Zo worden bijvoorbeeld ECM

componenten afgebroken door metalloproteasen. De ECM is niet homogeen. Aan

het contactoppervlak met cellen zijn er een heel aantal adhesie- en ECM receptor

moleculen die cel-ECM communicatie bevorderen en mogelijk maken. Deze signalen

kunnen instructies zijn om te migreren, te delen, te differentiëren, of apoptosis te

induceren. Welk signaal het is, wordt bepaald door de samenstelling van de ECM,

en deze samenstelling kan dan weer gewijzigd worden door de cellen in het weefsel.

De signalen in de ECM zijn stabieler, en vaak specifieker en sterker dan signalen van

diffunderende groeifactoren (Palsson & Bhatia, 2004).

Binding aan de ECM

Cellen binden aan de extracellulaire matrix door integrines, een klasse van hete-

rodimerische protëınes. Er zijn drie types van integrine-gebaseerde koppelingen:

hemidesmosomen, focale contacten en fibrillaire contacten. Hemidesmosomen zijn

intracellulaire protëıne ‘plaques’ die teruggevonden worden in epitheelweefsel dat het

basaal membraan (een ECM-structuur) met behulp van integrines verbindt met de

middelste filamenten van het cytoskelet. Focale en fibrillaire contacten zijn gespecia-

liseerde adhesiecomplexen, of protëıneclusters, die in vitro vaak geobserveerd worden.

Experimenten wijzen uit dat de cellulaire respons in tweedimensionele extracellulaire

matrices sterk verschilt van deze in hun driedimensionele tegenhangers (hydrogels)

(Palsson & Bhatia, 2004).

Modificatie van de ECM

Cellen produceren en breken de ECM af in hun omgeving, wat leidt tot een wis-

selwerking in het lot van de cel en zijn functie. ECM-moleculen zijn relatief grote

biomoleculen, en hebben dus een lage diffusiviteit. Bijgevolg is de tijdschaal voor

ECM modificatie rond een cel relatief groot en de afstandsschaal typisch redelijk

klein (Palsson & Bhatia, 2004).
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Storingen in de ECM signalisatie

De signalen van de ECM reguleren celgedrag en orkestreren de functies van cellen

in het functioneren van weefsels en homeostase. De driedimensionele organisatie

van de ECM en zijn samenstelling en hermodellering zijn belangrijke factoren in

de signalisatie in de micro-omgeving. Deze signalisatie bepaalt celvorm, beweeglijk-

heid, overleving, groei en differentiatie. Storingen in de cel-ECM-signalisatie leiden

tot verschillende pathologische toestanden, zoals degeneratieve, kwaadaardige en he-

mostatische afwijkingen, alsook storingen in ontwikkeling en het immuunsysteem

(Lukashev & Werb, 1998).

Mutaties in genen die ECM-protëınen, ECM hermodellering protëınen en ECM re-

ceptors veroorzaken ziektes in diverse weefsels. Deze mutaties wijzigen de structurele

eigenschappen van de ECM componenten en de functie van de protëınen die de ECM

afbreken. Een deel van deze mutaties bevinden zich in de matrix metalloprotease fa-

milie. Zowel structuur als dynamische veranderingen in de ECM zijn dus belangrijk

in het onderhouden van de normale weefselfunctie (Palsson & Bhatia, 2004).

Matrix metalloproteases (MMP’s) vormen een belangrijke component van het

netwerk dat verantwoordelijk is voor de dynamische interacties tussen cellen en hun

ECM omgeving. In pathologische situaties is er een grote interesse in MMP’s om-

wille van hun rol in de ontwikkeling van kanker. Zoals de dynamische afbraak en

synthese van chondrocyten en hun omgeving demonstreren, is er een gevoelige ba-

lans tussen de enzymes verantwoordelijk voor de modificatie van de extracellulaire

omgeving. Pathologische situaties kunnen ontstaan wanneer dit evenwicht verstoord

wordt (Palsson & Bhatia, 2004).

2.12.4 Rechtstreeks cel-cel contact

Aan het celoppervlak bevinden zich protëınen die rechtstreeks cel-celcontact mogelijk

maken. Deze interacties zijn zeer specifiek en laten rechtstreekse en uiterst specifieke

communicatie tussen twee cellen toe, in tegenstelling tot de signalen van de extra-

cellulaire matrix en van opgeloste stoffen. De signaalmoleculen die instaan voor de

cel-cel signalisatie komen voor in twee vormen: deze die mechanisch contact tussen

de twee cellen toestaan, en deze die verbindingen vormen tussen de cellen, via dewel-

ke moleculen rechtstreeks kunnen bewegen van de ene cel naar de andere (Palsson &

Bhatia, 2004).
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Celjuncties in weefsels

Een karakteristiek kenmerk van weefselorganisatie is de nauwe structurele en func-

tionele interactie van de cellen van het weefsel. Tijdens de ontwikkeling wordt deze

interactie tot stand gebracht door een bindingscomplex dat snel gevormd wordt tus-

sen naburige cellen, waardoor cel-cel contact mogelijk wordt (Pasdar & Nelson, 1988).

Dit bindingscomplex is betrokken in het onderhouden van de cel-cel adhesie en func-

tionele interacties tussen naburige cellen. Het bindingscomplex zorgt voor cel- en

weefselspecificiteit in de expressie van verschillende bindingscomponenten. In een-

voudige epithelia kan het complex bestaan uit (maximaal) 5 componenten (Farquhar

& Palade, 1963): de zonula occludens (of tight junction) (Stevenson & Goodenough,

1984, Stevenson et al., 1986), de zonula adherens (of adherens junction) (Geiger et

al., 1985), cel-adhesiemoleculen (Edelman, 1985), gap-juncties en desmosomen (Arnn

& Staehelin, 1981, Farquhar & Palade, 1963, Garrod, 1986).

2.12.5 Interacties tussen signaalmechanismen

‘Cellular fate’ en celfunctie worden typisch bëınvloed door combinaties van de drie

types signalisatiemechanismen (namelijk opgeloste stoffen, cel-ECM contact en cel-

cel contact). Een klassiek voorbeeld van zulke combinaties is het synergetisch effect

van opgeloste groeifactor en ECM-signalisatie. Het is bijvoorbeeld aangetoond dat

endotheelcellen de celcyclus doorlopen onder invloed van verzadigde hoeveelheden

groeifactoren, enkel en alleen wanneer de cellen verspreid zijn op een laminine-gecoat

oppervlak. Zonder groeifactor doorlopen cellen de celcyclus niet. Op een gelijkaardige

manier ondergaan cellen die niet aangehecht zijn aan een ECM-bedekt oppervlak,

maar wel blootgesteld worden aan groeifactoren, apoptose eerder dan groei (Palsson

& Bhatia, 2004).

De interactie tussen cel-cel adhesie en cel-matrix adhesie speelt een belangrijke

rol in morfogenese. Celaggregaten ontstaan meteen in vitro wanneer een hoge graad

van cel-celadhesie gecombineerd wordt met een lage graad van cel-matrix adhesie

(Palsson & Bhatia, 2004).

2.12.6 Reactie op mechanische stimuli

Cellen en weefsels reageren op mechanische stimuli zoals schuifspanningen, druk en

trekspanningen. Cellen zijn verankerd aan de extracellulaire matrix door integrine-

receptoren. Op die manier functioneren integrines als mechanische binding tussen
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de ECM en het cellulair cytoskelet en zijn ze ideale kandidaten om een belangrijke

rol te spelen als krachtoverdragers (Palsson & Bhatia, 2004). De exacte moleculaire

mechanismen van de transductie van mechanische stimuli naar biologische gebeurte-

nissen (mechanochemische transductie) zijn echter nog niet uitgeklaard. Toch is het

duidelijk dat schuifspanningen endotheel-genexpressie wijzigen, dat drukkrachten het

chondrocyt-matrixmetabolisme doen veranderen en dat vloeistofstroming cellen kan

doen uitlijnen op een tweedimensioneel oppervlak (Chen et al., 2001a).

Celadhesie-organellen, zoals desmosomen, worden vaak beschouwd als statische

structuren, die enkel het weefsel meer bestand maken tegen mechanische stress. Dit

is zeker een belangrijke functie, maar celjuncties fungeren ook als signalisatiecentra

(Cheng et al., 2005).

Cellen kunnen door mechanische stress hun eigen groeisnelheid en de groeisnelheid

van andere cellen in een weefsel aanpassen (Shraiman, 2005). Er zijn verschillende

manieren waarop een cel haar fysische eigenschappen kan regelen en mechanisch kan

communiceren naar haar omgeving (Huang & Ingber, 1999). Een cel kan bijvoorbeeld

haar cytoskelet reorganiseren en zo haar vorm en mechanische rigiditeit wijzigen, of ze

kan het aantal, de plaatsing en de specificiteit van adhesiemoleculen (die zorgen voor

aanhechting aan het substraat en voor contactvorming met andere cellen) regelen

(Lodish et al., 2004, Drasdo et al., 2007).

Een desmosoom is een structuur in de celmembraan die ervoor zorgt dat cellen

aan elkaar kunnen hechten. Een desmosoom bestaat uit cadherine-eiwitten die door

de celmembraan heensteken (zogenaamde transmembraanprotëınen) en eiwitten die

de structuur aan het cytoskelet in de cel verankeren (zie figuur 2.7).

Figuur 2.7: Een desmosoom. (Bron: Wikipedia - GNU Free Documentation License)
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2.13 Tumorweefsel

2.13.1 Tumormorfologie

In een eerste stadium bestaan tumoren uit delende, levende cellen. Wanneer de tumor

groeit, daalt de concentratie van nutriënten in de tumorkern, aangezien nutriënten

door diffusie migreren. Wanneer de zuurstofconcentratie onder een bepaalde limiet

zakt, worden de cellen quiescent en kunnen ze, in hypoxische omstandigheden, nog

overleven voor een korte tijd door gebruik te maken van de zuurstof uit de glucosemo-

leculen (Jiang et al., 2005). Wanneer ook de glucoseconcentratie onder een bepaalde

limietwaarde zakt, sterven de cellen af door necrose (Busini et al., 2007). De cellen

aan de buitenkant blijven echter prolifereren, waardoor de tumor blijft toenemen in

omvang (Jiang et al., 2005) .

Er ontstaat dus na verloop van tijd een necrotische kern binnenin de tumor (zie

figuur 2.8). Door het cellulair metabolisme en/of door necrose secreteren cellen groei-

inhibitoren en apoptosepromotoren, die dan accumuleren in de tumor en voor verdere

uitbreiding van de necrotische kern zorgen. Uiteindelijk treedt er een dynamisch

evenwicht op tussen het ontstaan van nieuwe cellen in de prolifererende buitenste

laag en celdood, waardoor de tumorafmetingen niet meer zullen toenemen (Jiang et

al., 2005).

Figuur 2.8: Een tumor met een necrotische kern (Sherratt & Chaplain, 2001).
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2.13.2 Groei

De proliferatiesnelheid van tumorcellen is hoog, maar meestal lager dan die van

normale foetale cellen en regenererende cellen (Bosman & Van Krieken, 2004, Ba-

serga, 1965). De volumetoename van een tumor blijkt bijna zonder uitzondering

langzamer te verlopen dan verwacht zou worden op grond van de delingsactiviteit

van de tumorcellen. Dat wordt verklaard door celverlies. Bij snelgroeiende tumoren

treedt veelal in het tumorcentrum door onvoldoende bloeddoorstroming weefselnecro-

se op. Belangrijker is vermoedelijk tumorcelverlies door apoptose. Deze fysiologische

vorm van celdood treedt in alle weefsels op en is normaal in evenwicht met celaan-

maak. Van een apoptotische cel condenseert de kern, wordt in een energiegebruikend

specifiek proces het DNA afgebroken en wordt het celrestant afgevoerd (veelal via

fagocytose door macrofagen) (Bosman & Van Krieken, 2004). Tumorcellen kunnen

ook soms jarenlang in G0 in weefsels verborgen blijven (dormant), om plotseling

onder invloed van onbekende groeistimuli metastasen te vormen (Bosman & Van

Krieken, 2004).

2.13.3 Anoikis

Tumorcellen verschillen van normale cellen in gedrag. Zo kunnen tumorcellen groeien,

los van een substraat of andere cellen (Weinberg, 2007, Huang & Ingber, 1999),

terwijl normale cellen dan in substraatafhankelijke apoptose gaan (anoikis) (Drasdo

et al., 2007).

2.13.4 Metabolisme van tumorcellen

Een vreemde, doch vaak waargenomen eigenschap van invasieve kankers is hun ge-

wijzigde glucosemetabolisme (Gatenby & Gillies, 2004). Tumorcellen consumeren

opmerkelijk meer glucose dan normale cellen in identieke omstandigheden (News-

holme & Leech, 1983). Wanneer tumorcellen een deel van de opgenomen glucose

doen oxideren, wordt een grote fractie daarvan omgezet in lactaat (melkzuur). Ana-

lyse van de interstitiële vloeistof suggereert dat de citroenzuurcyclus verzadigbaar

is, wat de hoge mate van lactaatproductie kan verklaren (Helmlinger et al., 2002).

Omdat tumorcellen sneller groeien dan de bloedvatproductie, ontstaan anaerobe om-

standigheden (bloedvaten zorgen voor de aanvoer van voedingsstoffen en zuurstof).

Bijgevolg wordt het in de glycolyse geproduceerde pyruvaat hoofdzakelijk omgezet in

lactaat (Berg et al., 2002). Twee onafhankelijke klinische studies hebben uitgewezen
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dat hoge lactaatconcentraties (Brizel et al., 2001, Walenta et al., 1997, Walenta et

al., 2000) en lage zuurstofconcentraties (Brizel et al., 1996) in in vivo tumoren alle-

bei gecorreleerd zijn met een verhoogde kans op metastasering, recidivering en een

verkleinde overlevingskans voor de patiënt.

In de glycolyse wordt glucose omgezet naar pyruvaat en dan verder naar het af-

valproduct lactaat (zie sectie 2.11.1). De aanwezigheid van zuurstof belet echter deze

laatste stap, en in plaats daarvan wordt pyruvaat in de mitochondriën geoxideerd tot

koolstofdioxide en water (oxidatieve fosforylatie) (Racker, 1974). In tumorcellen, en

dit in tegenstelling tot hun normale tegenhangers, blijkt echter aerobe glycolyse voor

te komen; dit is de omzetting van glucose naar lactaat, in aanwezigheid van zuur-

stof (Warburg, 1956, Semenza et al., 2001, Shaw, 2006). Het vreemde hieraan is dat

oxidatieve fosforylatie veel meer energie oplevert per glucosemolecule dan de aerobe

glycolyse. De vraag stelt zich dan waarom tumorcellen dan wel aan aerobe glycoly-

se doen (Gatenby & Gillies, 2004). Gatenby & Gillies (2004) maken de hypothese

dat het voorkomen van aerobe glycolyse een aanpassing is aan tijdelijke hypoxische

condities in een weefsel. Het is bekend dat een groot deel van deze metabolische om-

schakeling van oxidatieve fosforylatie naar aerobe glycolyse wordt gecontroleerd door

specifieke transcriptie programma’s. Recente studies suggereren dat de activatie van

‘hypoxia-inducible factor’ (HIF) een veel voorkomend gevolg is van een breed scala

aan mutaties die aan de basis liggen van kanker. HIF stimuleert de expressie van

glycolytische enzymes en verlaagt de afhankelijkheid van mitochondriële oxidatieve

fosforylatie in tumorcellen, zelfs in aerobe condities (Shaw, 2006).

2.13.5 Numerieke gegevens

De evolutie van tumoren hangt af van voorziening, verspreiding en opnamen van

zuurstof, glucose en andere nutriënten en van de productie van groeiregulerende

stoffen (Hu & Li, 2007). In de tumor ontstaan tijdens de groei gradiënten in zuurstof-

en glucoseconcentratie en extracellulaire pH. Casciari et al. (1992) hebben metingen

gedaan op multicellulaire sferische tumoraggregaten van muizencellen. Daaruit bleek

dat de opname van zuurstof stijgt (met ca. factor 2) wanneer de extracellulaire

glucoseconcentratie verlaagd wordt van 5,5 mM tot 0,4 mM. Andersom stijgt ook de

glucoseopname met ± 40% wanneer de zuurstofconcentratie daalt van 0,21 mM tot

0,023 mM. Celgroei stopte pas bij een zuurstofconcentratie lager dan 0,0082 mM.

In de binnenste regionen van de tumor zijn de nutriëntconcentraties laag genoeg om

een significant verschil in opname en celgroei te veroorzaken, doch niet laag genoeg
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om groeistop te bewerken. Aangezien er daar quiescente cellen voorkomen, moet de

quiescentie een andere oorzaak hebben dan nutriënttekorten (Casciari et al., 1992).

In de simulaties van Jiang et al. (2005) van hun tumorgroeimodel varieert de

zuurstofconcentratie van 0,08 tot 0,28 mM en de glucoseconcentratie van 1,6 tot 16,5

mM (Freyer, 1988). Lactaatconcentraties boven 8 mM, zuurstofconcentraties onder

0,02 mM en glucoseconcentraties onder 0,06 mM resulteren in necrose in hun model.

Deze waarden werden bekomen door te vertrekken van de laagste in experimenten

gebruikte concentraties (bijvoorbeeld 0,07 mM zuurstof en 0,8 mM glucose (Freyer &

Sutherland, 1986)) en dan de drempelwaarden af te stellen zodat de best mogelijke

fit met de experimentele groeicurve werd bekomen.

Gebaseerd op metingen van Freyer en Sutherland (Freyer & Sutherland, 1985)

nemen Jiang et al. (2005) aan dat in avasculaire tumoren 75% van de geconsumeerde

glucose de glycolyse volgt, met lactaat als afvalproduct, terwijl een kwart van de

glucose de Krebs-cyclus en aerobe ademhaling volgt, met koolstofdioxide (CO2) als

afvalproduct. Glucoseconsumptie verloopt dus gekoppeld aan zuurstofconsumptie

(Freyer & Sutherland, 1985).

De eerste 5 à 7 dagen is de groei van de tumor exponentieel, daarna vertraagde de

groei, tegelijkertijd met het verschijnen van quiescente cellen. Zowel in experimenten

als in het model van Jiang et al. (2005) stopt de groei na 28 à 30 dagen.
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Hoofdstuk 3

Het model

3.1 Inleiding

In een model moeten de belangrijkste aspecten van het beschreven systeem gëıncorporeerd

worden, in dit geval: celdeling, celgroei, diffusie van allerlei moleculen in de extra-

cellulaire matrix, nutriëntconsumptie, afvalproductie, groeifactoren en inhibitoren,

intercellulaire krachten en de interactie van de cel met haar omgeving (Jiang et

al., 2005). Al deze aspecten zitten vervat in het hier voorgestelde model.

Nauwkeurigheid versus algemeenheid Een model dat heel algemeen is, geeft

vaak een onnauwkeurige beschrijving van de werkelijkheid. Een model dat zeer speci-

fiek is, geeft vaak een nauwkeurige beschrijving, maar is slechts beperkt toepasbaar,

en heeft daardoor slechts een beperkte waarde. In de modelkeuze moet men alge-

meenheid afwegen tegen nauwkeurigheid. Het model is heel algemeen, omdat het

om een preliminair model gaat. Het model kan in de toekomst eenvoudig uitgebreid

en/of aangepast worden om specifieke celsystemen te beschrijven. Het model is wel

specifiek, in die zin dat het de groei van driedimensionele celaggregaten beschrijft, en

dit type groei is typisch voor mesenchymale cellen (in tegenstelling tot epitheelcellen,

die monolagen vormen).

Nauwkeurigheid en rekentijd Daarnaast is de keuze van de tijdstapgrootte niet

onbelangrijk. Afhankelijk van de objectieven zal een relatief kleine dan wel grote

tijdstapgrootte moeten gekozen worden. Een kleinere tijdstapgrootte laat toe het

celgedrag in detail te bestuderen, maar vraagt meer rekentijd. Een grotere tijdstap-

grootte laat toe met beperkte rekencapaciteit evoluties van cellen en weefsels over
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langere periodes (grootte-orde dagen, weken) na te gaan. Met als objectief het be-

schrijven van het eerste (avasculaire) stadium van tumorgroei wordt geopteerd voor

relatief grote tijdstappen: van 10 minuten tot enkele uren. Op celniveau is de cy-

tokinese de kortstdurende ( ± 10 minuten) gebeurtenis. Gebaseerd hierop wordt

dan de tijdstap van de tijdsdiscretisatie gekozen. Indien de tijdstap kleiner dan 10

minuten wordt genomen, moet de vorm van de delende cel (geleidelijk overgaand

in twee dochtercellen) expliciet berekend en gemodelleerd worden. Dit is mogelijk,

en de programmacode om deze berekening (het analytisch oplossen van een derde-

graadsvergelijking) uit te voeren werd ook geschreven. Bij een tijdstapgrootte van

10 minuten of meer ontstaan uit een moedercel die gaat delen na 1 tijdstap twee

aparte dochtercellen. Tussenstadia met gedeeltelijk ingesnoerd celmembraan komen

dan niet voor. Zo kan heel wat rekentijd uitgespaard worden door een tijdstapgroot-

te van minstens 10 minuten te nemen. De modellering van de tussenstadia in de

cytokinese is ook niet van cruciaal belang voor de beschrijving van weefselgroei op

celpopulatieniveau over een termijn van dagen tot weken. Omdat voor een accurate

beschrijving van de beweging van cellen een tijdstap van 10 minuten te groot is,

wordt de berekening van de intercellulaire krachten en de daaruitvolgende celmigra-

tie vaker uitgevoerd (tijdstap van 1 minuut). Om een onderscheid te maken tussen

beide tijdstappen, wordt in het vervolg van de modelbeschrijving de tijdstap van 10

minuten aangeduid met de naam tijdstap en het symbool ∆t, en de tijdstap van 1

minuut met de naam mini-tijdstap en het symbool δt.

De grootte van de modelruimte blijft beperkt1 tot enkele honderden à duizenden

cellen. Dit komt overeen met een volume van ongeveer 0, 01 mm3. Er wordt een in

vitro weefselgroei-experiment met een duur van een 1 à 2 weken gesimuleerd. In het

model wordt steeds gewerkt met SI-eenheden, tenzij anders vermeld.

3.2 Modeltype

Het model dat in dit werk wordt voorgesteld, is een ‘off-lattice’ ‘single-cell based’

model (zie sectie 1.3.3). Cellen worden beschouwd als afzonderlijke partikels. Het

model is geen Discrete Elementen Model (DEM), maar gebruikt wel enkele technieken

uit DEM modellering. De aspecten van DEM modellering die ook in mijn model

zitten, worden kort in de volgende paragraaf vernoemd. Het model is bedoeld om

1Dit is geen rigide beperking, aangezien het model een onbeperkte grootte heeft, en er ook
geen limiet staat op het aantal cellen. De beperking heeft eerder te maken met beperkingen in
rekencapaciteit, en het feit dat avasculaire weefsels steeds een beperkte grootte hebben.
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de groei van driedimensionele celaggregaten (enkele tot enkele honderden cellen) van

mesenchymale cellen te modelleren, in een in vitro cultuur. Er zit geen draagstructuur

(‘scaffold’) in het model. Er wordt aangenomen dat het celaggregaat avasculair is,

maar het model kan ook nuttig zijn voor tumoren in de vasculaire toestand, aangezien

deze op microschaal (in de regionen tussen de bloedvaten) nog steeds avasculair zijn

(Gatenby & Gillies, 2004).

DEM

DEM is een numerieke techniek voor het modelleren van beweging van een hoop

deeltjes die interageren met elkaar door botsingen. De krachten die inwerken op

de deeltjes worden gesommeerd en de bewegingsvergelijkingen van Newton worden

gëıntegreerd om de snelheid en de positie op de volgende tijdstap te berekenen. In

DEM - in tegenstelling tot moleculaire dynamica modellen - zijn de deeltjes geen

puntmassa’s, maar hebben ze eindige afmetingen in twee of drie dimensies (Tijskens

et al., 2003). In werkelijkheid zijn de gemodelleerde deeltjes min of meer vervorm-

baar. Ze worden echter benaderd als rigide structuren. Om de vervormbaarheid in

rekening te brengen, wordt toegestaan dat de deeltjes een klein beetje overlappen.

Deze overlapping, die enkel in het computermodel bestaat, noemt men een ‘virtuele

overlapping’ (Tijskens et al., 2003).

3.3 Modelopbouw

3.3.1 Celeigenschappen

In het model wordt een cel als individueel bolvormig deeltje gezien. Een hele reeks

indidviduele celparameters worden bijgehouden tijdens de simulatie en zonodig elke

(mini-)tijdstap herberekend. Dit zijn o.a.:

� celID: een unieke celcode (naam), die bovendien toelaat de ‘voorouders’ van

de cel te kennen; in dit ene getal zit a.h.w. de volledige stamboom van de cel

vervat (zie hieronder);

� fase in de celcyclus (groeifase - fase ter voorbereiding van de celdeling - delings-

fase), en hoe lang de cel zich al in deze fase bevindt (in s);

� positie- en snelheidsvector (x-, y- en z-coördinaat) van (het centrum van) de

cel (respectievelijk in m en in m/s);
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� celstraal (in m);

� status: quiescent - prolifererend - necrotisch - apoptotisch;

� hoeveelheid groeifactor, inhibitor, glucose, zuurstof en lactaat in de cel (in

aantal moleculen);

� de mechanische stress die de cel ervaart (zie sectie 3.3.4 voor de definitie van

deze parameter);

� celsterkte (een dimensieloze grootheid die aangeeft hoe goed de cel bestand is

tegen uitwendige krachten);

� een lijst van buurcellen.

CelID

Om elke cel afzonderlijk te kunnen identificeren, werd ervoor gekozen om elke cel een

‘naam’ te geven, meerbepaald een binaire code, de celID. De eerste cel krijgt de code

‘1’, en daaruit komen 2 dochtercellen voort, namelijk ‘10’ en ‘11’. Wanneer ‘10’ deelt,

ontstaan ‘100’ en ‘101’, uit ‘11’ komen ‘110’ en ‘111’ voort. Met andere woorden,

in de code van een dochtercel wordt steeds de code van de moedercel behouden, en

wordt een ‘0’ of een ‘1’ toegevoegd. Het voordeel van deze naamgeving is, dat elke

cel een unieke naam krijgt, en dat deze naam informatie geeft over de ‘voorouders’

van de cel. Dit kan nuttig zijn voor de tracering van individuele cellen bij simulaties.

In de programmacode wordt niet de binaire code van de cel bijgehouden, maar wel

het decimale equivalent ervan.

Celsterkte

Niet elke cel is even sterk bestand tegen druk ten gevolge van buurcellen. Om deze

biologische variabiliteit in het model te implementeren, wordt aan elke cel een relatie-

ve celsterkte toegekend. In het begin wordt uit een normale verdeling met gemiddelde

1 en standaarddeviatie 0,1 willekeurig een waarde genomen voor de toekenning van

de celsterkte. De dochtercellen van een delende cel krijgen een celsterkte, willekeu-

rig gekozen uit een normale verdeling N(celsterktemoedercel; 0, 1). Hoe groter de

celsterkte, hoe minder gemakkelijk de cel zal afsterven ten gevolge van mechanische

stress.

59



3. Het model

3.3.2 Cultuurmedium

Het cultuurmedium bestaat in het model uit glucose, zuurstof en groeifactor. Aan

het begin van de simulatie wordt het medium gëınitialiseerd, en daarna niet meer

verder aangevuld (hoewel dit perfect mogelijk is). Het medium is initieel volledig

homogeen. In plaats van de lokale concentratie van de stoffen te beschouwen en

doorheen de tijd te volgen, worden (clusters van) moleculen beschouwd als partikels

van die stof. Diffusie van moleculen wordt dan niet berekend door het uitrekenen van

diffusievergelijkingen, maar door de random migratie van deze partikels doorheen de

extracellulaire matrix. De random beweging wordt zo ingesteld dat deze aanpak min

of meer de oplossing van de diffusievergelijking, met toepassing van de in de litera-

tuur beschreven diffusiecoëfficiënten, benadert. Hoeveel moleculen door één deeltje

gerepresenteerd worden, is te vinden in de overzichtstabel met modelparameterwaar-

den (tabel 3.3). Zoals hierboven beredeneerd, is een tijdstap van 10 minuten geschikt

voor het beschrijven van celgedrag op celniveau. Voor het beschrijven van diffusie in

vloeistoffen op micrometerschaal is een tijdstapgrootte in de orde van minuten echter

veel te groot. Daarom kan de formule voor omzetting van een diffusiecoëfficiënt naar

een gemiddelde verplaatsingslengte (vergelijking 3.1) niet zomaar gebruikt worden.

De diffusiesnelheid wordt overschat bij te grote tijdstappen, daarom dat in dit model

de gemiddelde verplaatsingslengte een stuk kleiner werd genomen dan wat ze zou zijn

op basis van deze formule:

D =
ε2

6∆t
, (3.1)

met D de diffusiecoëfficiënt (in m2/s), ε de verplaatsingslengte per tijdstap (in m) en

∆t de tijdstapgrootte (in s) (Starovoitov & Dzhagarov, 2003).

3.3.3 Groeifactoren en inhibitoren

Groeifactoren en inhibitoren zijn signalen die het celgedrag sterk bëınvloeden. Het

zijn dikwijls complexe moleculen met een zeer specifieke functie. Op het celmem-

braan bevinden zich receptoren voor deze moleculen. Er zijn tientallen verschillende

groeifactoren en inhibitoren, die in complexe reactiewegen elkaars werking ook nog

eens bëınvloeden (Palsson & Bhatia, 2004). Omwille van de eenvoud wordt in het

model slechts gewerkt met één (theoretische) groeifactor en één (theoretische) inhi-

bitor. Een groeifactor wordt simpelweg beschouwd als een deeltje dat celgroei en

celproliferatie in stand houdt (gebrek aan groeifactor leidt tot celdood) en een in-
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hibitor als een stof die, vanaf een bepaalde concentratie, groei inhibeert en celdood

initieert. Groeifactoren, zoals TGF-β, hebben in werkelijkheid een zeer complexe,

en vaak ambigue werking, en de precieze werking ervan is nog niet helemaal uitge-

klaard, wat het te moeilijk maakte om de beschrijving van een reële groeifactor te

implementeren.

3.3.4 Krachtwerking tussen cellen

Afstoting

Wanneer cellen in het model elkaar gedeeltelijk overlappen, wordt de afstotingskracht

ten gevolge van de botsing van de cellen proportioneel genomen met de grootte van

de celoverlapping |u|. Deze celoverlap wordt eenvoudig bepaald door de formule:

u = ‖ ~x1 − ~x2‖ − (r1 + r2) (3.2)

met subscript 1 voor cel 1 en subscript 2 voor cel 2, ~x de positie van het celcentrum

en r de celstraal. Merk op dat de cellen elkaar overlappen indien u < 0, en ze elkaar

niet overlappen in het geval dat u ≥ 0. Zoals hierboven aangegeven (zie sectie 3.2)

overlappen cellen in werkelijkheid niet, ze kunnen wel vervormen. Het gaat dus om

een virtuele celoverlapping, nodig om de afstotingskracht tussen cellen te benaderen.

In het model kunnen de cellen niet vervormen. In geval van overlapping, definiëren

we de vector ~u als een vector met grootte |u|, een richting volgens de verbindingslijn

tussen de centra van de twee overlappende cellen, en een zin naar het gericht naar

de andere cel.

De contactkracht ~FC wordt als volgt berekend (analoog aan een veerkracht):

~FC = −k.~u (3.3)

met k de veerconstante van de cel (in N/m) en ~u zoals hierboven gedefinieerd.

Adhesie

Aantrekkingskrachten tussen naburige cellen wordt op een enigszins artificiële manier

ingebracht in het model. Er wordt een ‘flocking’-kracht ~Fflock ingevoerd, gebaseerd

op de ‘flocking’-theorie2, zie o.a. Toner & Tu (1998), om celadhesie te benaderen.

2Deze theorie beschrijft mathematisch hoe groepen van dieren (kuddes, scholen, enz.) bij elkaar
blijven, hoewel de groepsleden toch allemaal individueel bewegen.
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Indien deze krachtcomponent niet wordt ingebracht, ondervinden cellen enkel een

repulsieve kracht en geen contractiele kracht, waardoor de cellen steeds verder uit

elkaar zouden bewegen, wat uiteraard niet de bedoeling is, aangezien cellen in rea-

liteit bij elkaar blijven. De ‘flocking’-kracht zorgt ervoor dat de cellen, die allemaal

individueel bewegen, toch bij elkaar blijven. De cellen aan de buitenkant van het cel-

aggregaat ondervinden een kracht die hen naar het celaggregaat toetrekt. De kracht

wordt proportioneel aan de afstand tussen de cel en het geometrisch middelpunt van

de buurcellen van de cel genomen:

~Fflock = (~xcentrum − ~x).kflock, (3.4)

met kflock een evenredigheidsfactor voor ‘flocking’ (in N/m) (vergelijkbaar met

een veerconstante). ~xcentrum is het geometrisch middelpunt van de buurcellen van de

cel. De lijst met buurcellen wordt elke mini-tijdstap vernieuwd. De cel zelf maakt

geen deel uit van haar lijst met buurcellen. Buurcellen zijn alle cellen in een perimeter

van 15 µm rond de cel.

Weerstandskracht

Bij beweging van een cel doorheen een flüıdum ondervindt de cel een weerstands-

kracht (‘drag force’). Deze kracht kan berekend worden via de wet van Stokes

(Simpson et al., 2002):
~Fdrag = −6πrη~v (3.5)

met r de celstraal (in m), η de dynamische viscositeit van de ECM en ~v de migra-

tiesnelheid van de cel (in m/s). Aangenomen wordt dat de viscositeit van de ECM

vergelijkbaar is met die van water 1, 06.10−3 Pa.s (Simpson et al., 2002, Dallon &

Othmer, 2004).

Mechanische stress

De mechanische stress is een celparameter in het model die weergeeft hoe sterk de

externe kracht is die een cel ondervindt. Deze parameter is proportioneel aan de

som van de celoverlappingen u met alle buurcellen. Zo kan op een heel eenvoudige

en intüıtieve manier berekend worden in welke mate de cel drukkrachten ondervindt

ten gevolge van naburige cellen. Een mechanische stress van nul betekent dat de cel

geen compacterende kracht van nabije cellen ondervindt; de maximale waarde van

de mechanische stress is vastgelegd op één. Druk ten gevolge van de ECM wordt niet
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in rekening gebracht bij de berekening van de celparameter mechanische stress.

3.3.5 Celmigratie

Mandeville et al. (1995) schrijven dat de door hen onderzochte cellen over een tijds-

periode van 6 minuten netto 16, 4 ± 0, 8 à 19, 9 ± 1, 3 µm aflegden. Mombach en

Glazier (1996) vermelden echter een celverplaatsing van slechts ongeveer een zesde

van een celdiameter over een half uur. Dit is 1,7 à 2,1 µm per 30 minuten; bedui-

dend lager dan de experimentele bevindingen van Mandeville et al. Men moet dus

besluiten dat celmigratie sterk kan variëren naargelang het celtype en de specifieke

omstandigheden. In het hier voorgestelde model liggen celmigraties tussen de waar-

den van Mandeville et al. enerzijds en die van Mombach en Glazier anderzijds. Uit

de krachten die inwerken op de cel kan met behulp van de tweede wet van Newton

(F = m.a) een snelheidsverandering berekend worden:

δ~v =
~FC + ~Fflock + ~Fdrag

m
δt + δ~vrandom, (3.6)

met δ~v de verandering van de snelheidsvector van de cel, m de celmassa (in kg),

δt de grootte van de mini-tijdstap en δ~vrandom een random-migratie component. De

celmassa wordt berekend uit het celvolume en de massadichtheid van de cel ρcel, die

1139 kg/m3 bedraagt (Godin et al., 2007). Er is geen component die chemotaxis in

rekening brengt, aangezien de cel nauwelijks gradiënten kan waarnemen (zie sectie

2.12.2). Bij dode cellen wordt de snelheidsverandering enkel bepaald door δ~vrandom,

daar deze niet actief bewegen.

De positie van de cel op de volgende tijdstap wordt dan eenvoudig afgeleid:

δ~x = ~v.δt, (3.7)

met δt de grootte van de mini-tijdstap, ~x de positievector van het celcentrum en ~v

de snelheidsvector van de cel.

3.3.6 Groei

De initiële celdiameter wordt gesteld op 10 µm, in overeenstemming met Galle et al.

(2005). Dit komt overeen met een initieel celvolume Vi van 523 µm3. Tijdens de

G1-fase (duur: ≥ 8 uur) neemt de celdiameter toe, totdat het volume van de cel

dubbel zo groot is als het initieel volume net na de deling. De G2-fase en de S-fase
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worden samen met het begin van de mitose gebundeld in eenzelfde fase, die ± 11,5

uur duurt ; in deze fase verandert het celvolume (bijna) niet (Van Suijlekom, 2006).

Daarna volgt de cytokinese, in het laatste deel van de mitose. Tijdens de cytokinese

worden twee nieuwe dochtercellen gevormd. Dit neemt slechts enkele minuten in

beslag (Straight & Field, 2000, Glotzer, 2001).

Wat de groeisnelheid van een individuele cel betreft, werd in de literatuur geen

beschrijving of model gevonden. Intuitief kan men veronderstellen dat de groeisnel-

heid omgekeerd evenredig is met het celvolume, omwille van intracellulaire diffusie,

waarvoor meer tijd nodig is naarmate de cel groter is. Daarom wordt een groeimo-

del voorgesteld waarin de groeisnelheid (verandering van celvolume per tijdseenheid)

omgekeerd evenredig is met het celvolume:

∂V

∂t
=

kg

V
. (3.8)

De parameter kg bepaalt hoe snel de cel kan groeien. De waarde ervan wordt in

het model gesteld op 14,23.10−36 m6/s, wat overeenkomt met een G1-fase die 8 uur

duurt (zie figuur 3.1).

Vergelijking 3.8 kan herschreven worden tot:

Vt = Vt−1 +
kg∆t

Vt−1

, (3.9)

met t de t-de tijdstap en ∆t de grootte van de tijdstap en V het volume van de

cel.

De ogenblikkelijke groeisnelheid hangt echter ook af van de hoeveelheid beschik-

bare energie (onder de vorm van ATP) in de cel, evenals van de mechanische stress

die een cel ondervindt. Ten slotte kunnen de aanwezigheid van inhibitoren en de

afwezigheid van groeifactoren de groei doen stagneren.

Al deze factoren worden verrekend in correctiefactoren op de maximale groei,

namelijk fs, fATP , fgr en fin, die respectievelijk de mechanische stress, de beschikbare

intracellulaire energie, de aanwezigheid van groeifactoren en de aanwezigheid van

inhibitoren in rekening brengen. De waarde van al deze correctiefactoren ligt tussen

0 en 1. De waarde van de correctiefactoren wordt beschreven door een karakteristieke

functie, die stuksgewijs lineair is. De functies worden hieronder gedefinieerd.

fs =

{
1 mechanische stress < ds,groei

0 mechanische stress ≥ ds,groei
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Figuur 3.1: Groeicurve van een individuele cel tijdens de G1-fase, volgens vergelijking
3.9.

met ds,groei de drempelwaarde van mechanische stress voor groei3. Zie sectie 3.3.4

voor een uitleg van de bepaling van deze parameter ‘mechanische stress’.

fATP =

{
[ATP ]
dATP

als beschikbare hoeveelheid ATP < dATP,groei

1 als beschikbare hoeveelheid ATP ≥ dATP,groei

met dATP,groei de drempelwaarde van ATP-hoeveelheid voor maximale groei.

fgr =

{
0 als hoeveelheid waargenomen groeifactor < dgr,groei

1 als hoeveelheid waargenomen groeifactor ≥ dgr,groei

met dgr,groei de drempelwaarde van groeifactor-hoeveelheid voor groei.

fin =

{
1 als hoeveelheid waargenomen inhibitor < din,groei

0 als hoeveelheid waargenomen inhibitor ≥ din,groei

3Voor de numerieke waarde van deze en andere drempelwaarden werd waar mogelijk gebruik
gemaakt van waarden uit de literatuur, maar waar dit niet mogelijk was, heb ik zelf een waarde
berekend of gekozen.
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met din,groei de drempelwaarde van inhibitor-hoeveelheid voor groei.

Het celvolume op tijdstip t wordt dan uiteindelijk gegeven door:

Vt = Vt−1 + fsfATP fgrfin

(
kg ∆t

Vt−1

)
. (3.10)

De groei van tumorcellen wordt niet gëınhibeerd door contact met andere cellen

(Künz-Schughart, 1999, Santini et al., 2000), dus wordt in het model de groei van

tumorcellen beschreven door de formule:

Vt = Vt−1 + fATP fgrfin

(
kg ∆t

Vt−1

)
. (3.11)

3.3.7 Opname van deeltjes

Deeltjes (van voedingsstoffen, afvalstoffen, groeifactoren of inhibitoren) worden be-

schouwd als opgenomen door de cel vanaf het moment dat ze zich bevinden op een

afstand tot het middelpunt van een cel die kleiner is dan de celstraal. De opname in

de cel wordt geregistreerd, waarna het deeltje wordt verwijderd uit de modelruim-

te. Afvalstoffen (lactaat en koolstofdioxide4) worden geproduceerd en uitgescheiden

door de cellen. Necrotische cellen produceren inhibitoren en goed groeiende cellen

produceren groeifactoren.

3.3.8 Celmetabolisme

De levende cel neemt nutriëntdeeltjes (zuurstof, glucose, . . . ) op en produceert af-

valstoffen (lactaat en CO2). Koolstofdioxide diffundeert heel snel weg, waardoor het

niet als afvalproduct hoeft beschouwd te worden (Jiang et al., 2005). Lactaat is dus

het enige afvalproduct dat is opgenomen in het model. Numerieke waarden met be-

trekking tot het celmetabolisme zijn hiervoor reeds gegeven (in sectie 2.11.5). Het

metabolisme van quiescente cellen is inherent lager dan dat van prolifererende cellen;

quiescente cellen verbruiken bij benadering maar half zoveel nutriënten als prolifere-

rende cellen (Jiang et al., 2005). Dit wordt ook zo in het model gëımplementeerd.

4Koolstofdioxide wordt niet opgenomen in het model, aangezien het zeer snel wegdiffundeert
(Jiang et al., 2005), waardoor het weinig invloed heeft op het celgedrag.
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Het model voor primair energiemetabolisme van Venkatasubramanian

et al.

In wat volgt wordt een vereenvoudiging van het primair energiemetabolisme door

Venkatasubramanian et al. (2006) beschreven. Dit model voor energiemetabolisme

wordt integraal gëıncorporeerd in mijn model, naast een eigen beschrijving van het

energiemetabolisme.

De belangrijkste componenten van het primaire energiemetabolisme van cellen zijn

de enzymatische basisreacties van de glycolyse en de citroenzuurcyclus (zie figuur

3.2), met drie sleutelmetabolieten: glucose, zuurstof en lactaat. De hoeveelheid be-

schikbare energie in een cel, onder de vorm van ATP, wordt bepaald door de opname

van nutriënten, volgens de stoechiometrie van deze basisreacties. De hoeveelheid

ATP is dan weer gerelateerd aan celgroei en celsterfte. De opname van elk van

de extracellulaire metabolieten is gebaseerd op de beschikbaarheid ervan (de extra-

cellulaire concentratie) en de stoechiometrische beperkingen van het intracellulaire

metabolisme. De opname doorheen het celmembraan volgt een Michaëlis-Menten

kinetiek:

Qi,transmembraan =
Qi,maxci

KM,i + ci

, (3.12)

met Q de opnamesnelheid (‘uptake rate’), c de concentratie van het metaboliet, KM

de Michaëlis-Menten constante en i respectievelijk glucose, zuurstof en lactaat.

Wanneer men teller en noemer deelt door het volume van de cel, bekomt men:

Qi,transmembraan =
Qi,maxni

KM,iVcel + ni

, (3.13)

met n de stofhoeveelheid in mol en Vcel het celvolume in m3.

Deze eenvoudige hyperbolische functies impliceren dat wanneer een metaboliet

niet aanwezig is, deze niet kan opgenomen worden door de cellen, en wanneer de

concentratie ervan hoog is, de opnamesnelheid een verzadigingsniveau bereikt. Om de

werkelijke metabolische opnamesnelheden te bepalen is de introductie van een aantal

randvoorwaarden nodig, dit om de stoechiometrie van de intracellulaire reacties in

rekening te brengen. Deze randvoorwaarden zijn gebaseerd op een aantal aannames

(Venkatasubramanian et al., 2006):
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Figuur 3.2: Een vereenvoudigde voorstelling van het primair energiemetabolisme.
Naar Venkatasubramanian et al. (2006).

1. Cellen zullen glucose consumeren wanneer dit beschikbaar is.

2. Alle reductantia (NADH en FADH) worden omgezet in ATP via de elektronen-

transportketen (ETK).

3. Lactaat (melkzuur) kan als koolstofbron gebruikt worden wanneer de glucose-

concentratie laag is en de zuurstofconcentratie hoog.

4. De P:O verhouding5 is respectievelijk 3 en 2 voor NADH en FADH2 (News-

holme & Leech, 1983).

Gebaseerd op de eerste aanname is de glucose-opname gelimiteerd enkel door het

transport doorheen de celmembraan:

Qgl = Qgl,transmembraan. (3.14)

In tegenstelling tot glucose kan zuurstofopname gelimiteerd worden, hetzij door

zijn eigen transmembraantransport, hetzij door transmembraantransport van glucose

en lactaat. Wanneer de extracellulaire zuurstofconcentratie laag is, zal de transmem-

braanopname van zuurstof (Qox,transmembraan) de limiterende factor zijn. Wanneer

echter de concentratie van glucose en lactaat laag zijn, zal de stoechiometrie van het

intracellulair metabolisme de opname van zuurstof beperken.

5Een maat voor de oxidatieve fosforylering. Het is de verhouding van veresterde fosfaatradicalen
(die ATP vormen uit ADP) over het aantal zuurstofatomen opgenomen door de mitochondriën.
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De NADH en FADH2 die in de glycolyse en de citroenzuurcyclus vrijkomen, wor-

den in ATP omgezet in de elektronentransportketen (aanname 2). Hierbij wordt

zuurstof geconsumeerd en water geproduceerd. Voor de volledige oxidatie van een

molecule glucose zijn zes moleculen O2 nodig, voor de oxidatie van een molecule

lactaat in de citroenzuurcyclus drie:

Qox = min(Qox,transmembraan, 6Qgl + 3Qla,transmembraan). (3.15)

De mate van lactaatconsumptie en/of -productie is afhankelijk van de glucose-

en zuurstofopname, en wordt bepaald door de stoechiometrie van de intracellulaire

reacties. Een molecule glucose zorgt voor twee molecules lactaat en de oxidatie van

een molecule lactaat vereist drie molecules zuurstof.

Qla = −2Qgl +
Qox

3
. (3.16)

De stoechiometrische balans beschrijft zowel de productie (Qla < 0) als de con-

sumptie (Qla > 0) van lactaat. Als de opname van glucose stoechiometrisch groter

is dan de opname van zuurstof, zal de overschot aan glucose omgezet worden in lac-

taat. Omgekeerd, wanneer de opname van zuurstof stoechiometrisch groter is, zal

lactaat geconsumeerd worden en geoxideerd als koolstofbron (aanname 3). Merk op

dat de opname van zuurstof enkel stoechiometrisch groter kan zijn dan de opname

van glucose wanneer lactaat aanwezig is in de omgeving (Qla,transmembraan > 0). De-

ze beperking zit impliciet vervat in vergelijking 3.15. De ATP geproduceerd in de

glycolyse, de Krebs-cyclus en de consumptie van lactaat wordt gebruikt om de to-

tale ATP productie te benaderen. Gebaseerd op aannames 2 en 4 zal de omzetting

van een molecule glucose in twee molecules pyruvaat acht molecules ATP opleveren,

aangezien de glycolyse twee molecules ATP genereert en ook twee molecules NADH,

wat equivalent is aan zes molecules ATP (aanname 4). Evenzo zal de omzetting van

een lactaatmolecule in een pyruvaatmolecule een NADH molecule genereren, goed

voor drie molecules ATP. De volledige oxidatie van een pyruvaatmolecule vereist 3

zuurstofmoleculen en genereert vier molecules NADH, een molecule FADH2 en een

molecule GTP, samen goed voor 15 molecules ATP. Elke geconsumeerde zuurstofmo-

lecule zal bij volledige oxidatie van pyruvaat in de Krebs-cyclus vijf ATP molecules

genereren. Wanneer deze relaties gecombineerd worden, blijkt dat 1 molecule glucose

equivalent is aan de productie van 38 molecules ATP.
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De netto ATP productie, gerelateerd aan de opname van glucose en zuurstof, kan

dan in de volgende eenvoudige vergelijking weergegeven worden:

QATP = 8Qgl + 3Qla + 5Qox. (3.17)

Invullen van vergelijking 3.16 in deze vergelijking geeft ten slotte:

QATP = 2Qgl + 6Qox. (3.18)

Een eigen model van het primair energiemetabolisme

Naast de programmacode voor het energiemetabolisme-model van Venkatasubrama-

nian et al. (2006), werd ook de code geschreven van een eigen model voor het ener-

giemetabolisme. In dit model worden alle moleculen die zich binnen het bereik van

de cel bevinden, opgenomen en in de cel gestockeerd, en slechts een bepaalde fractie

ervan wordt echt gebruikt in het metabolisme, de rest wordt bewaard voor gebruik in

de volgende tijdstappen. Dit in tegenstelling tot het model van Venkatasubramanian

et al., waar het membraantransport ook een limiterende factor kan zijn. In ons model

voor energiemetabolisme wordt het gevolgde metabolisme bepaald via het doorlopen

van een beslissingsboom, weergegeven in figuur 3.3. Het opvallende hierin is, dat

tumorcellen, indien ze zich in een aerobe omgeving bevinden, toch vooral (voor drie

kwart van de opgenomen glucosemoleculen (Jiang et al., 2005)) de anaerobe glycolyse

volgen. Tumorcellen nemen daardoor doorgaans meer glucose op dan normale cellen

(Newsholme & Leech, 1983). Ook dit is gëımplementeerd in het model.

Om de hoeveelheden opgenomen zuurstof en glucose en de hoeveelheid geprodu-

ceerde ATP en lactaat te bepalen, werd gebruik gemaakt van vereenvoudigde reactie-

vergelijkingen voor het glucosemetabolisme, zoals beschreven in sectie 2.11. Aange-

nomen wordt dat alle geproduceerde ATP in het metabolisme wordt opgebruikt (en

voor beweging en andere endo-energetische cellulaire processen); ATP wordt immers

als dusdanig niet in grote hoeveelheden gestockeerd in de cel (Ophardt, 2003). Het

geproduceerde melkzuur (lactaat) wordt nadien vrijgegeven in de omgeving van de

cel. De degradatie van groeifactor wordt ook gëımplementeerd, zodat steeds nieuwe

groeifactormoleculen nodig zijn om de cel prolifererend te houden. Hetzelfde gebeurt

met de inhibitor.
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Figuur 3.3: Een beslissingsboom voor het energiemetabolisme.

3.3.9 Celdeling

Zoals eerder beargumenteerd, wordt de celgeometrie tijdens de celdeling of cytokinese

niet expliciet gemodelleerd, aangezien de gekozen tijdstap groter is dan de duur van

de cytokinese. De factoren die bepalen volgens welk vlak de deling zich voltrekt

zijn heden nog onvoldoende bekend. Het delingsvlak wordt daarom in het model

willekeurig gekozen. De programmacode om celdeling expliciet te beschrijven, is

echter wel geprogrammeerd, ze wordt enkel niet toegepast, wanneer de tijdstap groter

dan of gelijk aan 10 minuten is. De visualisatie van het verloop van de celdeling is

weergegeven in figuur 3.4. De berekening van de straal van de delende dochtercellen

is weergegeven in de volgende paragraaf.

Figuur 3.4: Een simulatie van de celdeling.
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Berekenen van de straal van de delende dochtercellen

Het volume V van een bol met straal r wordt gegeven door volgende formule:

Vbol =
4

3
πr3. (3.19)

Het volume van de doorsnede (intersectie) van twee gelijke sferen6 wordt bepaald

door de afstand tussen het centrum van de twee bollen d en hun straal r:

Vintersectie =
1

12
π(4r + d)(2r − d)2. (3.20)

Tijdens de deling is op elk tijdstip de straal van beide bollen gelijk en de som van

de volumes verminderd met het gemeenschappelijke volume is constant. Het totale

volume van de twee dochtercellen, wat gelijk is aan het volume waarop de moedercel

begint te delen, noemen we Vd, het volume tijdens de deling.

Vd = 2
4

3
πr3 − π

12
(4r + d)(2r − d)2. (3.21)

Deze vergelijking wordt geschreven in de algemene vorm van een derdegraadsver-

gelijking, namelijk:

z3 + a2z
2 + a1z + a0 = 0. (3.22)

8

3
πr3 − (

π

3
r +

π

12
d).(4r2 − 4rd + d2)− Vd = 0

⇓
8

3
πr3 − 4π

3
r3 + 4d

π

3
r2 − d2.

π

3
r − π

3
dr2 +

π

3
d2r − π

12
d3 − Vd = 0

⇓
4π

3
r3 + dπr2 − π

12
d3 − Vd = 0

⇓

r3 +
3

4
dr2 − d3

16
− 3

4π
Vd = 0 (3.23)

De coëfficiënten a2, a1, a0 hebben dus de volgende waarden:

6Bron: http://mathworld.wolfram.com/Sphere-SphereIntersection.html.
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a2 =
3

4
d

a1 = 0

a0 = − 1

16
d3 − 3

4π
Vd.

Er is slechts 1 reële oplossing7 voor deze derdegraadvergelijking. De twee andere

oplossingen van de vergelijking bevatten een imaginair deel, en zijn bijgevolg niet

fysisch relevant. De straal van de dochtercellen tijdens de deling moet dus voldoen

aan de volgende vergelijking:

r = −1

3
a2 + S + T, (3.24)

met

S =
3

√
R +

√
D,

T =
3

√
R−

√
D,

R =
9a1a2 − 27a0 − 2a3

2

54
,

D = Q3 + R2 en

Q =
3a1 − a2

2

9
.

3.3.10 Celdood

Celdood door necrose

Necrose treedt onder andere op wanneer een cel te hard wordt gecomprimeerd, en

het celmembraan onder de druk bezwijkt, of in geval van hypoxie (Vermes, 2002).

De condities waarbij in het model necrose optreedt, zijn:
mechanische stress > ds,necrose

of: lactaatconcentratie > dla,necrose

of: glucoseconcentratie < dgl,necrose

of: zuurstofconcentratie < dox,necrose

met ds,necrose, dla,necrose, dgl,necrose en dox,necrose de respectievelijke drempelwaarden

voor necrose.

7Bron: http://mathworld.wolfram.com/CubicFormula.html.
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Verloop van necrose In het begin van de necrose zwelt de cel een beetje op (Ver-

mes, 2002). Necrose gaat gepaard met membraanbreuk, en dus komt de celinhoud

vrij in de omgeving. Tijdens de necrose worden ook inhibitoren geproduceerd. Na

ongeveer 24 uur is de necrose voltooid (Palsson & Bhatia, 2004), en is de cel verdwe-

nen.

Celdood door apoptose

Apoptose is gereguleerde celdood. Het is een manier van multicellulaire organismen

om ongewenste of onbruikbare cellen te elimineren (Vermes, 2002). In het model

treedt apoptose op in volgende gevallen:



mechanische stress > ds,apoptose

of: inhibitorconcentratie > din,apoptose

of: groeifactorconcentratie < dgr,apoptose

of: er is in de S-fase van de celcyclus een fout opgetreden in de

DNA-replicatie

of: de cel bevindt zich al geruime tijd (∆tanoikis) in anoikis-

condities (zie verder)

met ds,apoptose, din,apoptose en dgr,apoptose de respectievelijke drempelwaarden van me-

chanische stress, inhibitorconcentratie en groeifactorconcentratie voor apoptose. In

de S-fase van de celcyclus wordt gecontroleerd of het DNA goed werd gerepliceerd. In

het model zijn twee soorten mutaties mogelijk, namelijk mutaties die tumorigenese

induceren en mutaties die leiden tot apoptose. Celdood door anoikis is een speciale

vorm van celdood; deze wordt besproken in de volgende paragraaf.

Tijdens de apoptose krimpt de cel stelselmatig, totdat ze verdwijnt. Dit proces

van lysis, waarbij de intracellulaire componenten (in het model komt dit neer op

de opgeslagen glucose, zuurstof en lactaat) worden vrijgegeven in de extracellulaire

matrix. Na ongeveer een uur is de cel volledig verdwenen (Palsson & Bhatia, 2004).

Celdood door anoikis

Anoikis is een type van apoptose, optredend bij gebrek aan contact met het sub-

straatmateriaal (Galle et al., 2005). In het model treedt anoikis op wanneer een cel

geen buurcellen heeft, en dit gedurende een bepaalde periode ∆tanoikis. Een cel die

anoikis ondergaat, volgt in het model dezelfde stappen als een cel in apoptose.
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3.3.11 Celcyclus

De celcyclus wordt opgedeeld in 3 fasen: (1) de groeifase, (2) de fase ter voorbereiding

van de celdeling en (3) de cytokinese of delingsfase. Op fase 3 volgt dan weer fase 1.

Om over te gaan naar een volgende fase moet er aan een aantal voorwaarden voldaan

zijn. Om over te gaan naar fase 2 moet de cel een bepaald volume bereikt hebben,

namelijk het drempelvolume Vd. Dit drempelvolume wordt voor de eenvoud gelijkge-

steld aan het finaal volume Vf met Vf = 2Vi = 1046 µm3. Om over te gaan naar fase

3 moet er voldoende ruimte zijn om 2 dochtercellen te kunnen vormen. Ook kunnen

externe signalen zoals inhibitoren of een te hoge afvalstoffenconcentratie de cyclus

stoppen, alsook interne signalen (bijvoorbeeld fouten in het kopiëren van het DNA

tijdens de S-fase). Ten slotte kan celdood optreden (necrose en apoptose) in geval van

extreme omstandigheden (hoge lactaatconcentratie, heel lage nutriëntconcentratie of

ernstige mechanische stress).

In het begin van fase 1 wordt gecontroleerd of er voldoende nutriënten beschik-

baar zijn om groei mogelijk te maken. Indien dat niet het geval is, zal de cel quiescent

worden (overgang naar de G0-fase). De overgang van fase 2 naar fase 3 wordt gedeel-

telijk stochastisch bepaald. Fase 2 duurt minstens 11,5 uur. Daarna heeft de cel elke

tijdstap een kans p om over te gaan naar fase 3. Deze kans stijgt gradueel naarmate

de tijd vordert. Op deze manier wordt er rekening gehouden met het feit dat de snel-

heid van de celcycluspropagatie voor elke cel verschillend is, en op zo’n manier dat

na verloop van tijd de kans op overgang naar fase 3 naar 1 convergeert. In de S-fase

van de celcyclus wordt het DNA vermenigvuldigd. Hierbij kunnen fouten optreden

(mutaties). Ernstige fouten leiden tot apoptose, en in zeer zeldzame gevallen kan

een mutatie optreden die leidt tot het ontstaan van tumorcellen. De overgang van

fase 3 naar fase 1 wordt niet gecontroleerd, en verloopt automatisch van zodra de

cytokinese voltooid is.

Bij overgang naar de G0-fase krimpen de cellen een beetje (Schweitzer & DeKoter,

2004). Cellen in de G0-fase kunnen weer in de celcyclus binnentreden wanneer de

omstandigheden gunstig zijn (voldoende nutriënten beschikbaar en genoeg ruimte om

te groeien).

3.4 Programmastructuur

Het model is gëımplementeerd in de programmeertaal C++. In het begin van het

programma wordt het medium bepaald (het volume ervan en de concentraties van
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glucose, zuurstof en groeifactor), evenals het initieel aantal cellen en hun positie.

Zoals vermeld in sectie 3.1 zijn er twee verschillende tijdstappen toegepast in het

model.

Elke mini-tijdstap δt gebeurt er achtereenvolgens voor elke cel een bepaling van

haar buurcellen, de berekening van de krachten die erop inwerken en het implemen-

teren van celmigratie.

Elke tijdstap ∆t gebeurt er een uitvoerigere berekening. Eerst wordt de migratie

van de moleculen in de extracellulaire matrix gëımplementeerd, zoals beschreven in

sectie 3.3.2. Indien gewenst, kan de positie van de moleculen naar een tekstbestand

worden weggeschreven. Daarna doorloopt de cel een uitgebreid algoritme, weerge-

geven in figuur 3.5. Eerst worden de intercellulaire krachten berekend, waarna de

migratie van de cellen kan gëımplementeerd worden. Afhankelijk van de toestand

van de cel (prolifererend, quiescent, cel in apoptose, cel in necrose) wordt vervolgens

het metabolisme of het afsterven van de cel berekend. Ten slotte wordt op basis van

de micro-omgeving van de cel en de toestand van de cel beslist of een cel overgaat

naar een andere fase in de celcyclus en/of naar een andere toestand.

Ten slotte worden dan alle gegevens van de cel (positie, snelheid, straal, toestand,

fase, enz.) op die tijdstap weggeschreven naar een tekstbestand. Ook wordt er een

soort logboek bijgehouden waarin staat hoeveel cellen er gestorven zijn, en wat de

doodsoorzaak was, hoeveel celdelingen er hebben plaatsgevonden, enz. Dit is handig

bij de interpretatie van de simulatieresultaten. Dit logboek verschijnt op het scherm

tijdens de simulatie en wordt eveneens weggeschreven naar een tekstbestand.

3.5 Visualisatie

Na afloop van de simulatie kan het tekstbestand met de simulatiegegevens worden in-

gelezen in Matlab. Met behulp van een visualisatie-algoritme kunnen de gegevens van

de celposities op de diverse tijdstappen omgezet worden in een visueel aantrekkelijk

filmpje van het gedrag van het weefselaggregaat doorheen de tijd. In de visualisatie

wordt de kleur van een cel bepaald door haar toestand. De kleurcode is weergegeven

in tabel 3.1.

Figuur 3.6 is een beeld van een gesimuleerd celaggregaat. De groene cellen zijn

prolifererende cellen, de blauwe cel is een cel die in apoptose is gegaan omwille van

de hoge mechanische stress door druk van naburige cellen.

Ook de ogenblikkelijke samenstelling van het medium kan worden gevisualiseerd.
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Figuur 3.5: De programmastructuur. De namen van de functies zijn in het Engels,
omdat de code (namen van variabelen, commentaar, enz.) in het Engels is opgesteld,
om het programma toegankelijker te maken voor een internationaal publiek. ‘Cell::’
voor een functienaam betekent dat deze functie een ‘member’-functie is van de klasse
‘Cell’.

Celtoestand Kleur
proliferend groen
quiescent geel
cel in apoptose blauw
cel in necrose rood
cel in anoikis-condities magenta

Tabel 3.1: Kleurcode bij de visualisatie van cellen.
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Figuur 3.6: Beeld van een gesimuleerd celaggregaat. Groene cellen zijn prolifererend,
blauwe cellen zijn apoptotisch.
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De kleur van de deeltjes8 wordt bepaald door het soort molecule (de stof), zoals

weergegeven in tabel 3.2.

Celtoestand Kleur
glucose rood
zuurstof blauw
lactaat cyaan
groeifactor groen
inhibitor geel

Tabel 3.2: Kleurcode bij de visualisatie van het medium.

3.6 Modelparameters

In tabel 3.3 worden de belangrijkste parameters uit het model opgesomd, met de

waarde ervan, de eenheid, en een korte omschrijving van de betekenis ervan. Deze

parameters zijn in de programmacode gegroepeerd in de klasse ‘SimSet’ in een apart

‘header’-bestand. Zo kunnen de waarden van deze parameters gewijzigd worden,

zonder de hele programmacode te moeten doorzoeken.

Parameter Waarde Eenheid Omschrijving

∆t 600 s grootte van de tijdstap

δt 60 s grootte van de mini-tijdstap

eindtijd 1 week gesimuleerde tijd

cellent=0 27 (-) initieel aantal cellen

ρcel 1139 kg/m3 massadichtheid van een cel

(Godin et al., 2007)

ri 5.10−6 m initiële celstraal (Galle et al.,

2005)

Vmedium 1.10−12 m3 volume van het medium

cgl,i 5,5−3 M initiële glucoseconcentratie

(D’Souza et al., 2003)

cox,i 1.10−3 M initiële zuurstofconcentratie

cgr,i 1,75.10−8 M initiële groeifactorconcentratie

mppgl 50000000 (-) molecules per partikel glucose

mppox 5000000 (-) molecules per partikel zuurstof

8Een deeltje stelt een groot aantal moleculen voor (zie sectie 3.3.2 en tabel 3.3).
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Parameter Waarde Eenheid Omschrijving

mppla 5000000 (-) molecules per partikel lactaat

mppgr 50 (-) molecules per partikel groeifactor

mppin 50 (-) molecules per partikel inhibitor

Dgl 1,12.10−10 cm2/s diffusieconstante van glucose

(Busini et al., 2007)

Dox 5,15.10−8 cm2/s diffusieconstante van zuurstof

(Busini et al., 2007)

Dla 5,9.10−7 cm2/s diffusieconstante van lactaat

(Jiang et al., 2005)

Dgr 2,8.10−10 cm2/s diffusieconstante van groeifactor

(Jiang et al., 2005)

Din 2,8.10−10 cm2/s diffusieconstante van inhibitor

(Jiang et al., 2005)

kcel 1,24.10−17 N/m elasticiteitsconstante van de cel

δvrandom 1.10−12 m/s maximale waarde van de bijdrage

van de random beweging van een

cel aan de totale verandering van

migratiesnelheid

η 1,06.10−11 Pa.s de viscositeit van de ECM

kflock 5.10−19 N/m elasticiteitsconstante voor inter-

cellulaire adhesie

rmax,gl 2025 molecules/(cel s) maximale opnamesnelheid van

glucose

rmax,gl,tumor 6075 molecules/(cel s) maximale opnamesnelheid van

glucose voor tumorcellen

rmax,ox 1350 molecules/(cel s) maximale opnamesnelheid van

zuurstof

ds,groei 0,2 (-) drempelwaarde van mechanische

stress voor groei

dATP,groei 1.295 molecules drempelwaarde van hoeveelheid

ATP voor groei

dgr,groei 10 molecules drempelwaarde van hoeveelheid

groeifactor voor groei
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Parameter Waarde Eenheid Omschrijving

din,groei 30 molecules drempelwaarde van hoeveelheid

inhibitor voor groei

kg 1,4.10−35 m6/s groeisnelheidsfactor

ds,necrose 0,9 (-) drempelwaarde van mechanische

stress voor necrose

dgl,necrose 6.10−7 M drempelwaarde van glucosecon-

centratie voor necrose

dox,necrose 2.10−7 M drempelwaarde van zuurstofcon-

centratie voor necrose

dla,necrose 8.10−3 M drempelwaarde van lactaatcon-

centratie voor necrose (Jiang et

al., 2005)

ds,apoptose 0,7 (-) drempelwaarde van mechanische

stress voor apoptose

din,apoptose 10 molecules drempelwaarde van hoeveelheid

groeifactor voor apoptose

dgr,apoptose 30 molecules drempelwaarde van hoeveelheid

inhibitor voor apoptose

∆tanoikis 2 h tijd waarna bij een cel in anoikis-

toestand apoptose optreedt

KM,gl 4,0.10−5 M Michaëlis-Menten constante voor

glucose (Venkatasubramanian et

al., 2006)

KM,ox 4,64.10−6 M Michaëlis-Menten constante voor

zuurstof (Venkatasubramanian et

al., 2006)

KM,ox 5,5.10−7 M Michaëlis-Menten constante voor

lactaat (Venkatasubramanian et

al., 2006)

Qgl,max 1,33.10−16 mol/(cel s) maximale opnamesnelheid van

glucose (Venkatasubramanian et

al., 2006)
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Parameter Waarde Eenheid Omschrijving

Qox,max 7,16.10−17 mol/(cel s) maximale opnamesnelheid van

zuurstof (Venkatasubramanian et

al., 2006)

Qla,max 1.10−14 mol/(cel s) maximale opnamesnelheid van

lactaat (Venkatasubramanian et

al., 2006)

Tabel 3.3: Een overzicht van de belangrijkste parameters

van het model.

3.7 Mogelijkheden en beperkingen van het model

Voor het opstellen van de beschrijving van al deze processen werd grondig onderzoek

gedaan in de beschikbare literatuur, om een zo realistisch (en toch eenvoudig) moge-

lijk celgedrag na te bootsen. In situaties waar de literatuurkennis ontoereikend was,

werden aannames over het celgedrag gedaan. Er werd een onderscheid gemaakt tus-

sen gedrag van normale cellen en tumorcellen. Bij het debuggen van het programma

is gebleken dat de verschillende parameterwaarden, die in diverse wetenschappelijke

artikels gevonden werden, vaak niet compatibel waren met elkaar. Dit is aanneme-

lijk, aangezien het gaat om gemeten waarden bij diverse celtypes en in verschillende

omstandigheden. Er moest dus soms afgeweken worden van de waarden uit de litera-

tuur, om enigzins realistische resultaten te bekomen. Voor een heleboel parameters

was er ook helemaal geen waarde in de literatuur te vinden, waardoor deze waarden

moesten geschat worden.

3.7.1 Mogelijkheden

Met het model kan celgroei in drie dimensies gesimuleerd worden, en het modelleren

van anisotrope weefsels is perfect mogelijk, aangezien elke cel individueel verschil-

lend is (er zijn sterke en zwakkere cellen; d.w.z. goed of minder goed bestand tegen

mechanische stress), en reageert op haar micro-omgeving, die voor iedere cel ook

verschillend is. Het model is uniek in zijn soort, aangezien het zoveel verschillende

aspecten van celgedrag beschrijft. Dit gebeurt op een intüıtieve manier, waarin de

cel de basiseenheid is, de natuurlijke eenheid waaruit weefsels zijn opgebouwd. Me-

tabolisme, groei, verschillende vormen van celdood, de voortgang door de celcyclus,
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de reversibele overgang naar quiescentie, intercellulaire krachten, reactie op de lokale

extracellulaire matrix, . . . zit allemaal in het model vervat. Het model kan daardoor

inzicht geven in de oorzaken van apoptose en necrose in weefsels, welke factoren de

celgroei beperken en het gedrag van cellen in het algemeen. Experimenten wijzen uit

dat de cellulaire respons in tweedimensionele extracellulaire matrices sterk verschilt

van deze in hun driedimensionele tegenhangers (hydrogels) (Palsson & Bhatia, 2004).

Er zijn momenteel nog niet zo heel veel modellen die deze driedimensionele groei be-

schrijven.

Het model beschrijft de groei van weefsels heel gedetailleerd, namelijk op celni-

veau in plaats van op weefselniveau. De extracellulaire matrix wordt zo mogelijk

nog nauwkeuriger beschreven: ook ECM-molecules worden als deeltjes beschouwd,

als individueel bewegende entiteiten, zij het dat een deeltje van een stof in het model

meerdere molecules representeert (semi-moleculair niveau). Op deze manier kan de

lokale concentratie (op micrometerschaal en kleiner) rechtstreeks bepaald worden,

zonder de noodzaak van het oplossen van diffusievergelijkingen. Aan deze handels-

wijze zit evenwel ook een nadeel: het vraagt heel wat geheugen- en rekencapaciteit

om van een paar miljoen deeltjes de driedimensionele positie bij te houden, en elke

tijdstap de migratie van de moleculen te berekenen.

Het model is nu algemeen gehouden, maar het is eenvoudig aanpasbaar en uit-

breidbaar voor het beschrijven van specifieke celsystemen. De moeilijkheid is echter

het vinden van realistische waarden voor de verschillende modelparameters voor deze

specifieke condities.

3.7.2 Beperkingen

Roostervrije modellen, zoals het hier voorgestelde model, laten toe op kleinere lengte-

schaal te werken. De rekentijd die deze modellen vereisen beperkt echter hun gebruik

tot systemen van maximaal 105 à 106 cellen, wat overeenkomt met een driedimen-

sioneel aggregaat van ongeveer 1 à 2 mm groot. Dit is veel kleiner dan de typische

grootte van een tumor in zijn klinisch voorkomen (Drasdo, 2005). Het uitrekenen

van de proliferatie van een celaggregaat van initieel 27 cellen gedurende een week

met een tijdstap van 10 minuten (en een mini-tijdstap van 1 minuut), duurt op een

Pentium 4 ongeveer drie uur.

De ordegrootte van de tijdstap is prima voor het opvolgen van celgedrag, maar

is te groot voor een nauwkeurige implementatie van moleculaire processen, zoals de

opname van nutriënten, de diffusie van moleculen doorheen de extracellulaire matrix
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en de beweging van cellen ten gevolge van intercellulaire krachten. Deze laatste

beperking is weggewerkt door het invoeren van een kleinere tijdstap (de mini-tijdstap

genoemd) en het berekenen van de intercellulaire krachten op elke mini-tijdstap.

Een grote moeilijkheid bij het modelleren is het vinden van de juiste parameter-

waarden voor de modelparameters, omdat experimentele resultaten van in vitro drie-

dimensionele groei in suspensie niet gemakkelijk in de literatuur gevonden worden.

Parameterwaarden uit de literatuur konden ook niet altijd gebruikt worden, omdat

de verschillende waarden uit de literatuur soms niet met elkaar in overeenstemming

waren. De parameterwaarden uit de literatuur met betrekking tot processen op mo-

leculair niveau konden niet zomaar gebruikt worden, omdat deze processen een veel

kleinere tijdsconstante hebben, zoals hierboven beschreven.

Het model is eerder zwak in de geometerische representatie van de celvorm, aan-

gezien de cellen beschouwd worden als niet-vervormbare bolvormige deeltjes. Ook de

berekening van intercellulaire krachten is, omwille van deze vereenvoudiging van de

celvorm, niet echt in overeenstemming met de werkelijkheid. Echter, indien men af-

wijkt van deze vereenvoudigde vorm, worden de berekeningen een stuk ingewikkelder,

wat ook weer meer rekencapaciteit vraagt.

3.7.3 Besluit

Het in dit werk voorgestelde model heeft heel wat mogelijkheden. Hoewel het model

zich in een preliminair stadium bevindt, is het duidelijk dat het conceptueel reeds

werkt, en dat na een modelvalidatie en verder afstellen van de modelparameters

potentieel realistische simulaties van proliferatie van driedimensionele celaggregaten

kunnen bekomen worden. Het grootste nadeel van het model is de beperkte omvang

van de modelruimte en gesimuleerde tijd, omdat het model rekenintensief is.

84



Hoofdstuk 4

Resultaten & discussie

4.1 Simulaties

Het doel van het model is het simuleren van weefselgroei in in vitro condities. Er

zijn een aantal simulaties (virtuele experimenten) uitgevoerd, met verschillende pa-

rameterwaarden. Deze simulaties worden kort toegelicht en de resultaten worden

bediscussieerd. Er moet vermeld worden dat omzichtig moet omgegaan worden met

de interpretatie van deze resultaten, aangezien veel parameterwaarden niet in over-

eenstemming zijn met de literatuur, en het model niet gevalideerd werd (zie sectie

4.1.3).

4.1.1 Het verschil van groei van normale cellen en tumorcel-

len

In een eerste simulatie wordt de groei van normale cellen vergeleken met die van

tumorcellen. Deze cellen verschillen qua metabolisme (Gatenby & Gillies, 2004);

tumorcellen doen vooral aan (anaerobe) glycolyse, ook al is er voldoende zuurstof

voorradig in de micro-omgeving. Verder verschillen sommige tumorcellen van nor-

male cellen doordat hun groei niet gestopt wordt door contact met andere cellen

(Künz-Schughart, 1999, Santini et al., 2000) en tumorcellen geen anoikis ondergaan

(Weinberg, 2007, Huang & Ingber, 1999). Tumorcellen doen meer aan anaerobe gly-

colyse, en produceren dus veel lactaat, waardoor de pH van de extracellulaire matrix

daalt, dit wordt bevestigd in de simulatie. Tumorcellen zijn echter beter aangepast

aan het overleven in zure conditities (Gatenby & Gillies, 2004). In figuur 4.1 wordt

een beeld gegeven van de ruimtelijke spreiding van lactaat in het medium bij een si-
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mulatie met tumorcellen. Normale cellen produceerden in dezelfde omstandigheden

geen lactaat.

Figuur 4.1: De ruimtelijke spreiding van lactaat in een medium met tumorcellen, na
2 dagen.

4.1.2 Weefselgroei bij verschillende nutriëntconcentraties

Er werden twee simulaties uitgevoerd met een initiële zuurstofconcentratie van res-

pectievelijk 0,001 M en 0,004 M. Een beeld van het celaggregaat na 2 dagen in beide

situaties is weergegeven in figuur 4.2. Hierop is zichtbaar dat er een aantal cellen

zijn afgestorven (ten gevolge van zuurstofgebrek), in het geval van de lagere initiële

zuurstofconcentratie.

4.1.3 Discussie van de resultaten

Omwille van de geringe modelafmetingen (het gaat om microscopische celaggregaten),

beperkte toegang tot experimentele gegevens en de beperkte tijd waarin dit werk

moest afgewerkt worden, is er geen validatie van het model uitgevoerd. Er werd

wel getracht de parameters zo te kiezen dat het model conceptueel goed werkt, en

potentieel realistische resultaten genereert. Het model kan eenvoudig aangepast en

uitgebreid worden, al naargelang de toepassing. Omdat het model zo uitgebreid
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Figuur 4.2: Beeld van het celaggregaat bij verschillende initiële zuurstofconcentraties,
na 2 dagen. Groene cellen zijn prolifererende cellen, rode cellen zijn necrotisch.

en gedetailleerd is, heeft het potentieel predictieve kracht in zich, mits de nodige

validatie.

Simulaties met het model tonen aan dat de groei en het gedrag van celaggregaten

conceptueel kan worden berekend en gevisualiseerd. De visualisatie gebeurde met

het softwarepakket Matlab. Uit de simulaties blijkt dat de samenstelling van de

extracellulaire matrix sterk plaatsafhankelijk is, zoals beschreven is in de literatuur

(Venkatasubramanian et al., 2006). Daarom gedraagt elke cel zich ook verschillend.

De hoge graad van detail van het model heeft ook een keerzijde: de grootte van

het beschreven celaggregaat is daardoor beperkt. Er moeten zoveel berekeningen

uitgevoerd worden, dat het simuleren al gauw enkele uren in beslag neemt, zelfs voor

celaggregaten met een beperkte grootte.
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Besluit

Een eerste stap in het modelleren van driedimensionele celaggregaten is gezet. Hier-

toe werd een partikel-gebaseerd model geprogrammeerd in C++. Het model bevat

o.a. een (elementaire) beschrijving van energiemetabolisme, groei, verschillende vor-

men van celdood, de voortgang door de celcyclus, de reversibele overgang naar qui-

escentie, intercellulaire krachten, reactie op de lokale extracellulaire matrix. Cellen

worden erin beschouwd als individuele bolvormige deeltjes, die elk reageren op hun

micro-omgeving. Ook wordt er een onderscheid gemaakt in celgedrag tussen normale

cellen en tumorcellen. De extracellulaire matrix wordt gemodelleerd als een medium

waarin clusters van moleculen willekeurig bewegen. De gemodelleerde stoffen zijn

glucose, zuurstof, lactaat, een theoretische groeifactor en een theoretische inhibitor.

Simulaties met het model tonen aan dat de groei en het gedrag van celaggregaten

conceptueel kan worden berekend en gevisualiseerd. Validatie van de resultaten is

echter niet gebeurd, wegens het beperkte tijdsbestek. De visualisatie gebeurde met

het softwarepakket Matlab.

Uit de simulaties blijkt dat de samenstelling van de extracellulaire matrix sterk

plaatsafhankelijk is, zoals beschreven is in de literatuur. Daarom gedraagt elke cel

zich ook verschillend. Dit is goed zichtbaar in de visualisaties. Omwille van de

hoge graad van detail in het model (weefsel wordt gemodelleerd op celniveau en

de extracellulaire matrix op semi-moleculair niveau), is de grootte van het beschre-

ven celaggregaat echter beperkt. Dit heeft te maken met de rekencapaciteit van

de huidige computers. Er moeten zoveel berekeningen uitgevoerd worden, dat het

simuleren al gauw enkele uren in beslag neemt, zelfs voor celaggregaten met een

beperkte grootte. Een andere moeilijkheid bij het modelleren is het vinden van de

juiste parameterwaarden voor de modelparameters, omdat experimentele resultaten
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van in vitro driedimensionele groei in suspensie niet gemakkelijk in de literatuur ge-

vonden worden. Parameterwaarden uit de literatuur konden ook niet altijd gebruikt

worden, omdat de verschillende waarden uit de literatuur soms niet met elkaar in

overeenstemming waren, en omdat de tijdstap van de tijdsdiscretisatie redelijk groot

genomen werd. Het model kan aangepast en uitgebreid worden, al naargelang de

toepassing. Omdat het model zo uitgebreid en gedetailleerd is, heeft het potentieel

predictieve kracht in zich.
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häuser, Basel, p. 251–259.

Anderson, A.R. (2005). A hybrid mathematical model of solid tumour invasion: the

importance of cell adhesion. Math. Med. Biol., 22: 163–186.

90



BIBLIOGRAFIE

Anderson, A.R.A., Sleeman, B.D., Young, I.M. & Griffiths, B.S. (1997). Nematode

movement along a chemical gradient in a structurally heterogeneous environment:

II. Theory. Fundam. Appl. Nematol., 20: 165–172.

Aplin, A.E., Howe, A.K. & Juliano, R.L. (1999). Cell adhesion molecules, signal

transduction and cell growth. Curr. Opin. Cell Biol., 11: 737–744.

Araujo, R.P. & McElwain, D.L. (2004). A history of the study of solid tumour growth:

the contribution of mathematical modelling. Bull. Math. Biol., 66: 1039–1091.

Arden, N. & Betenbaugh, M.J. (1994). Life and death in mammalian cell culture:

strategies for apoptosis inhibition. Trends Biotechnol., 22-4.

Arnn, J. & Staehelin, L.A. (1981). The structure and function of spot desmosomes.

Int. J. Dermatol., 20: 330–339.

Assoian, R.K. (1997). Anchorage-dependent cell cycle progression. J. Cell Biol., 136:

1–4.

Bachman, K.E. & Park, B.H. (2005). Duel nature of TGF-beta signaling: tumor

suppressor vs. tumor promoter. Curr. Opin. Oncol., 17: 49–54.

Balkovetz, D.F. (1999). Evidence that hepatocyte growth factor abrogates contact

inhibition of mitosis in Madin-Darby canine kidney cell monolayers. Life Sci., 64:

1393–1401.

Baserga, R. (1965). The relationship of the cell cycle to tumor growth and control of

cell division: A review. Cancer Res., 25-5: 581–595.

Berg, J., Tymoczko, J. & Stryer, L. (2002). Biochemistry. Freeman, New York, 974 p.

Berthiaume, F. (1998). Laboratory in Molecular and Cellular Sciences. Center for

Engineering in Medicine, Boston.

Bertuzzi, A., D’Onofrio, A., Fasano, A. & Gandolfi, A. (2003). Regression and re-

growth of tumour cords following single-dose anticancer treatment. Bull. Math.

Biol., 65: 903–931.

Bertuzzi, A., Fasano, A., Gandolfi, A. & Marangi, D. (2002). Cell kinetics in tumour

cords studied by a model with variable cell cycle length. Math. Biosci., 177-178:

103–125.

91



BIBLIOGRAFIE

Bischofs, I.B. & Schwarz, U.S. (2005). Effect of poisson ratio on cellular structure

formation. Phys. Rev. Lett., 95: 068102.

Bosman, F.T. & van Krieken, J.H.J.M. (2004). Fundamentele aspecten van kanker.

In: Oncologie, van de Velde, C.J.H., van Krieken, J.H.J.M. & de Mulder, P.H.M.,

(eds.). Bohn Stafleu van Loghum, Houten, p. 3–25.

Braumann, U.D., Kuska, J.P., Einenkel, J., Horn, L.C., Lffler, M. & Hckel, M. (2005).

Three-dimensional reconstruction and quantification of cervical carcinoma invasion

fronts from histological serial sections. IEEE Trans. Med. Imaging, 24: 1286–1307.
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