UNIVERSITE PARIS 7-DENIS DIDEROT
UFR DE BIOLOGIE

Année 2002
THESE
Pour I’obtention du Dipléme de
DOCTEUR DE L’UNIVERSITE PARIS VII
SPECIALITE : METABOLISME ENERGETIQUE ET
REGULATION NUTRITIONNELLE
présentée et soutenue publiquement
par
ERIC MOREL

Le 18 décembre 2002

Titre :
Modifications intracellulaires radio-induites conduisant a la
diminution de la capacité absorptive et sécrétoire de 1’épithélium
colique de rat

Directeur de thése : NM Griffiths
Responsable de these : I Dublineau

JURY
Madame F. MARANO Président du jury
Monsieur F. BLACHIER Rapporteur
Monsieur G. GUILLON Rapporteur
Madame N. DEFER Examinatrice

Madame N.M. GRIFFITHS Examinatrice
Madame J. LALLEMAND Examinatrice



PUBLICATIONS

- Dublineau I, Morel E, Griffiths NM. Characterization of altered absorptive and secretory
functions in the rat colon after abdominal irradiation: comparison with the effects of total-

body irradiation. Radiat Res 2002, 157, 52-61.

- Morel E, Dublineau I, Lebrun F, Griffiths NM. Alteration of the VIP-stimulated cAMP
pathway in rat distal colon after abdominal irradiation. Am J Physiol Gastrointest Liver

Physiol 282: G835-G843, 2002.

- Morel E, Dublineau I and Griffiths NM. Effets de I’irradiation sur les voies de signalisation
AMPc, GMPc et Ca®* et leurs interrelations dans le cdlon distal de rat.

Rad Res, soumis pour publication.

- Morel E, Strup C, Ropenga A, Dublineau I and NM Griffiths. Identification et localisation
des isoformes de I’adénylyl cyclase dans le colon distal de rat aprés irradiation.

Histochemistry of Cellular Biology, en cours de rédaction.

CONGRES INTERNATIONAUX

- European Intestinal Transport Group (EITG) (Bad Herrenalb) 1999, E Morel, I Dublineau,
NM Griffiths : Differential sensitivities of VIP and carbachol-stimulated Isc responses in rat

distal colon following abdominal irradiation.

- European Society for Radiation Biology (ESRB) (Varsovie) 2000, E Morel, NM Griffiths, I
Dublineau : Radiation effects on the VIP-stimulated cAMP pathway in the rat colon.

- Physiological Society (Londres) 2000 (J Physiol 2001. 531P, E Morel, I Dublineau, NM
Griffiths) : Radiation effects on the VIP-stimulated cAMP pathway in the rat distal colon.



- The fourth Japan-France workshop on radiobiology and isotopic imaging (Fontenay aux
Roses) 2002, E Morel, NM Griffiths, I Dublineau : Alteration of the VIP-stimulated cAMP

pathway by irradiation in the rat distal colon.

- Physiological Society (Liverpool) 2002 (J Physiol, sous presse, E Morel, I Dublineau, C
Strup, NM Griffiths) : Putative implication of Ca*" and NO mediated pathways in radiation-

induced alteration of VIP-stimulated secretory response in rat distal colon.



REMERCIEMENTS

Ce travail a été effectué a I’Institut de Radioprotection et de Siireté Nucléaire
(IRSN), dans le Département de Protection de la santé de ’Homme et de Dosimétrie
(DPHD), au sein de la Section Autonome de Radiobiologie Appliquée a la Médecine
(SARAM), dans le Laboratoire de Radiobiologie Digestive (LRD). Cette these a été
cofinancée par le Commissariat a ’Energie Atomique (CEA) et Electricité de France

(EDF).

Je souhaiterais remercier Monsieur GOURMELON, Directeur du DPHD et
Madame Aigueperse, Directrice de la SARAM pour m’avoir permis de préparer cette
thése au sein du LRD dans d’excellentes conditions de travail et pour m’avoir offert la

possibilité de participer a de nombreux congreés.

Madame le Professeur MARANO de I’Université PARIS VII, Denis Diderot a
accepté la présidence de mon jury de thése. Je tiens a lui exprimer ma gratitude et ma

respectueuse considération.

Qu’il me soit permis d’exprimer tous mes remerciements et ma reconnaissance a
Monsieur GUILLON, Directeur de Recherches a PINSERM a [DI’Université de
Montpellier, d’avoir accepté d’étre rapporteur de cette thése et pour m’avoir prodigué,
pour la correction de ce manuscrit, des conseils critiques et au combien avisés qui ont

grandement contribué a ’amélioration de sa qualité.

Je souhaite également vivement remercier Monsieur
BLACHIER, Directeur de Recherches a ’'INRA de Jouy en Josas, pour
avoir accepté d’étre rapporteur de cette thése et pour des entretiens et

des conseils électroniques qui m’ont été précieux au cours de ce travail.

Je souhaite également exprimer mon respect et mes remerciements les plus
sincéres 2 Madame LALLEMAND, Directrice du Service de Radioprotection d’Electricité
de France et a Madame DEFER, Chargée de Recherche a PINSERM, au centre



Hospitalier Universitaire de Paris-Mondor, qui m’ont fait I’honneur d’évaluer et de juger

ce travail en qualité d’examinatrices.

Je tiens a adresser mes plus sincéres remerciements et toute ma reconnaissance a

Madame GRIFFITHS, Ingénieur de Recherche, Directrice du LRD, pour avoir

Peie)

—

= ' accepté d’étre ma directrice de thése, pour ses conseils avisés, sa participation a

la restructuration des articles et des présentations orales..., pour les articles et
livres prétés (que je dois rendre!) et enfin pour son enthousiasme et sa bonne
humeur. Je réitére le veeu de son ancienne thésarde Agnés « j’espére, Nina, que tu

offriras tout ¢a 2 bon nombre d’étudiants aprés moi » .

Qu’il me soit permis d’exprimer mes remerciments et ma gratitude a Madame
DUBLINEAU, Ingénieur de Recherche au CEA, pour m’avoir initié a la Recherche,
m’avoir encadré en tant que responsable de cette thése et pour avoir souffert, avec moi,
sur ce travail pendant quatre années.

Un grand merci également a Madame STRUP pour ses conseils avisés, ses
compétences en histologie et immunohistologie et pour m’avoir inculqué, de gré ou de
force, tout ce qu’il faut savoir sur la plongée en bain de paraffine, xyléne,..., la dentelle
sur coupes et pour m’avoir fait découvrir un monde entre lame et lamelle, tout en
couleur, truffé d’espions a démasquer. Merci enfin de m’avoir permis la découverte des

joies du maniement de la truelle et du poncage sans quoi rien n’aurait pu se produire.

Je souhaiterais exprimer ma profonde reconnaissance a Madame VOZENIN-
LEBRETON pour m’avoir accueilli chaleureusement au sein de I’Unit¢é METSI a
PInstitut Gustave-Roussy a Villejuif et pour m’avoir initié aux joies de la Biologie
Moléculaire a grands coups de gels et de membranes, et a la copie illicite d’ARN
messagers autour d’un cocktail derniére mode P* ou P*%. Un grand merci enfin pour
toutes ces discussions sur des sujets scientifiques et autres que j’ai vraiment appréciés.

Puisses-tu étre toujours aussi dynamique et curieuse!

Un grand merci 8 Madame LEBRUN, Ingénieur de recherche, pour sa patience,

ses réponses a d’incessantes questions, ses connaissances en « binding » muscarinique, et



pour avoir accepté de longues séances dans le monde des Ténebres, enchainée au

microscope confocal et au PTI.

Madame CHABARDES, Directrice de Recherche CEA, m’a fait ’honneur de
m’initier a la technique de microdissection des cryptes et m’a permis de dévoiler une
partie de D’intimité des cryptes coliques par la mesure intracellulaire d’AMPc. Je
n’oublierai pas non plus sa gentillesse, son humilité et sa disponibilit¢ pour des
discussions scientifiques trés enrichissantes. Pour tout cela et ’exemple qu’elle représente,
qu’il me soit permis de lui exprimer mon profond respect et mes remerciements les plus

sinceres.

J’adresse également mes remerciements a Monsieur le
Professeur MATHE pour ses questions pertinentes et ses conseils

toujours avisés.

Je tiens a remercier Monsieur VOISIN pour le soutien informatique et la bonne

entente générée pendant un certain congrés de Varsovie.

Je souhaite également que ma complice de laboratoire, Mademoiselle ROPENGA
me remercie pour avoir un été son collégue de bureau et ’avoir supportée pendant prés
de trois longues années, sans lui avoir passé la camisole malgré ses gérémiades, trilles de
gerkaufette, babillages incessants et soupirs de midinette (pour les 19,5)...Plus
sérieusement, j’ai été trés heureux de faire sa connaissance et souhaite la remercier pour
sa bonne humeur, son originalité et son soutien dans les moments difficiles. Accepterait-

elle enfin de me céder son superbe dessin « carafe sur le coin de cheminée» ?non ?

Qu’il me soit permis de remercier les personnes sans lesquelles je n’aurais pu
mener a bien ce travail :

- pour la partie expérimentation animale : Monsieur DUDOIGNON et Monsieur
JOUBERT, Vétérinaires ; Monsieur MAUBERT, Monsieur BAUDELIN et Mademoiselle
SACHE, Animaliers.

- pour la partie irradiation : Monsienr CHAU et Monsieur
TROMPIER du SDOS pour les séances de lampes a bronzer aux rayons

gamma a l’irradiateur et ’échangeur d’anecdotes sur nos nav respectives.




- Madame HARDY et Madame PAQUET, documentalistes, capables de dénicher

Particle rare, voire introuvable, en 24 heures chrono.

Je tiens également a remercier toutes les personnes qui ont contribué de prés ou de
loin a la réalisation de ce travail : Stéphane G, pour nos discussions, et le prét de
tournevis, cathé, perceuse, etc, une vraie quincaillerie a lui tout seul, sans compter
I’informatique ; Christelle M, pour nos discussions, le char a voile sans vent, c’est a dire le
kart, la salle de mariage, les bouffes et apéros..., a un prochain embarquement avec
Sébastien ! Pascale M, pour nos discussion « au coin du feu » et le soutien moral, ses
relectures du manuscrit et ses corrections en tout genre; Pascale S, merci pour les
relectures, discussions ; Christine L, je crois que je ne te dois plus de sous ! Laurence L,
merci pour la réponse a mes questions et ses contacts dans le domaine spatial ; Julie W,
promis a I’avenir, j’éliminerai mes déchets radioactifs plus vite; Maamar S, grand joueur
de foot sur le banc de touche, alias Dr Squik, le premier en France capable d’effectuer des
extractions sur bouchon et de les doser en HPLC, merci pour sa sagesse orientale et sa
bonne humeur ; Olivier C, je ne sais toujours pas distinguer un gwell d’une sterne; Agnés
F, merci pour sa sincérité et la confiance qu’elle a accepté de me donner, les dons
d’articles, les séances de « brainstorming », les conseils d’une routarde dans la vie et en
chambre de Ussing ; Fabien M, pour sa motivation dans le travail, son humour ; Marie V
pour les échanges de point de vue ; Alain C, vive le PDF ; Claire C, pour les discussions en
salle d’immunohisto ; Marie P et Carine pour les histoires de thésards racontées aux
thésards ; Monsieur FLT3-ligand alias Jean-Marc B, compagnon de tranchées de I’Est, a
Varsovie ; Marc B et Jean-Pierre P, pour leur humour et I’expérience de I’élevage des
brebis ; Valérie D, super sportive toujours le sourire aux lévres, qui m’a permis au sein

du groupe de triathlon de me défouler aprés les manips, un vrai bonheur !

Merci a tous ceux, cités ou non, que j’ai rencontrés, cotoyés, dérangés, pendant ces

quatre années et qui ont participé a I’accumulation d’expérience au quotidien.




SOMMAIRE

INTRODUCTION GENERALE

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I. ABSORPTION ET SECRETION DE FLUIDE ET D’ELECTROLYTES
A. CARACTERISTIQUES GENERALES DU FONCTIONNEMENT
DE L’EPITHELIUM COLIQUE
B. MODALITES DU TRANSPORT DE L’EAU ET DES ELECTROLYTES
1. Le transport d’eau
2. Le transport des électrolytes
2.1 Absorption des ions sodiques et des ions chlorures
2.2 Transport des ions potassiques
2.3 Sécrétion des ions chlorures
C.STRUCTURE DU COLON
1. L>épithélium
2. La lamina propria
3. La muscularis mucosa
4. La sous-muqueuse
5. Les couches musculaires

6. Le systéme nerveux entérique

II. REGULATION DU TRANSPORT COLIQUE DE L’EAU
ET DES ELECTROLYTES
A. MEDIATEURS INFLUENCANT LES MOUVEMENTS D’EAU ET D’ELECTROLYTES
1. VIP (Vasoactive Intestinal Peptide)
1.1 Structure et localisation
1.2 Action intestinale
2. Acétylcholine
2.1 Structure et localisation

2.2 Action intestinale

21

25

25

25
27
28
30
30
32
33
35
35
39
40
41
41
41

43
43
43
43
44
46
46
47



3. Guanyline
3.1 Structure et localisation
3.2 Action intestinale

4. Monoxyde d’azote (NO)
4.1 Structure et localisation

4.2 Action intestinale

B. VOIES DE COMMUNICATIONS INTRACELLULAIRES
1. Voie AMPc
1.1 Récepteurs VIP 1 et 2
1.2 Protéines G
1.3 Adénylyl cyclase
1.4 Protéine kinase A
2. Voie calcique : mobilisation du calcium intracellulaire
2.1 Récepteurs muscariniques/nicotiniques
2.2 Le diacétylglycérol et la protéine kinase C
2.3 Le calcium intracellulaire et I’inositol-trisphosphate
3. Voie GMP¢
3.1 Récepteurs et guanylyl cyclase
3.2 Mécanisme d’action de la guanyline
3.3 Mécanisme d’action du NO
3.4 Protéines kinases G [ et I1

4. Influence des voies de communications intracellulaires GMPc¢

et calcique sur la voie de communication AMPc
4.1 Voie calcique et voie AMPc
4.2 Voie GMPc et voie AMPc

C. MODIFICATIONS DES MOUVEMENTS DE L’EAU ET DES ELECTROLYTES

EN CONDITIONS PATHOLOGIQUES
1. Conditions d’apparition de la diarrhée
2. Les différents types de diarrhées
2.1 Diarrhée sécrétoire
2.2 Diarrhée osmotique
2.3 Diarrhée par exsudation

2.4 Diarrhée motrice

49
49
49
50
50
51

51
52
53
54
54
58
58
59
60
61
62
62
63
64
65

66
66
66

67
67
68
69
70
70
72



III. RAYONNEMENTS IONISANTS ET ALTERATIONS RADIO-INDUITES
A. LES RAYONNEMENTS IONISANTS
1. Nature des rayonnements
2. Les grandeurs définies en radiobiologie
B. DOMMAGES RADIO-INDUITS AU NIVEAU CELLULAIRE
1. Mode d’action de I’irradiation
1.1 Dépot d’énergie
1.2 Radiolyse de I’eau
2. Les cibles cellulaires
2.1 Les membranes lipidiques
2.2 Les protéines
23 L’ADN
3. Conséquences de I’irradiation sur le devenir cellulaire
3.1 Le cycle cellulaire
3.2 La mort cellulaire
3.3 La radiosensibilité cellulaire
4. Conséquences de I’irradiation sur I’environnement cellulaire
4.1 Perméabilité vasculaire et ischémie
4.2 Inflammation
4.3 Effet de proximité cellulaire ou effet « bystander »
C. DOMMAGES RADIO-INDUITS AU NIVEAU DE L’ORGANISME
1. Pathologie mixte et syndrome d’atteintes multiples des organes
2. Succession des phases chronologiques
3. Les syndromes de I’organisme
3.1 Le syndrome hématopoiétique
3.2 Le syndrome neuro-vasculaire
3.3 Le syndrome gastro-intestinal
3.3.1 Perte hydrominérale
3.3.2 Septicémie
4. Cas d’une exposition accidentelle aux rayonnements ionisants : Soreq
5. Dysfonctionnement radio-induit
sans syndrome gastro-intestinal véritable

5.1 Altérations histologiques

73
73
73
74
76
76
76
76
78
78
79
79
80
80
81
83
84
85
85
87
87
88
88
89
90
91
91
92
93
95

96
97

10



5.2 Modification du transport de I’eau et des ¢électrolytes
5.2.1 Modification de la libération de médiateurs
5.2.2 Altérations radio-induites
des processus absorptif et sécrétoire
5.3 Altération de la régulation nerveuse entérique

5.4 Altération des voies de signalisation intracellulaire

PUBLICATIONS

I. ARTICLE I : Caractérisation de 1’altération des fonctions absorptive et sécrétoire

dans le cdlon de rat apres une irradiation abdominale : comparaison avec 1’effet d’ une

irradiation en corps entier. [ Dublineau, E Morel and NM Griffiths.
Radiat Res 157, 52-61, 2002.

II. ARTICLE II : Altération de la voie de signalisation AMPc stimulée

par le VIP dans le cdlon distal de rat apres une irradiation abdominale.

E Morel, I Dublineau, F Lebrun and NM Griffiths. Am J Physiol Gastrointest
Liver Physiol 282 : G835-G843, 2002.

III. ARTICLE III : Effets de I’irradiation sur les voies de signalisation AMPc,
GMPc et Ca®" et leurs interrelations dans le colon distal de rat.

E Morel, I Dublineau and NM Griffiths. Rad Res, soumis pour publication.

IV. ARTICLE 1V : Identification et localisation des isoformes de I’adénylyl
cyclase dans le colon distal de rat apres irradiation.
E Morel, C Strup, I Dublineau, A Ropenga, and NM Griffiths. Journal

d’histologie, en cours de rédaction.

DISCUSSION GENERALE

Le renouvellement épithélial apreés irradiation.
Modifications morphologiques radio-induites de I’épithélium.
Apparition de symptomes cliniques radio-induits : la diarrhée.

Capacité absorptive apreés irradiation.

99
99

100

102

102

105
108

123

135

171

205

205
207
209
211

11



Capacité sécrétoire apres irradiation.
La réponse sécrétoire via la voie de signalisation calcique apres irradiation.
Altérations radio-induites de la voie de communication AMPc.
Effet du NO dans le colon distal de rat en conditions physiologiques.
et apres irradiation.
Origines possibles des altérations radio-induites.
Cellularite/morphologie.

Adénylyl cyclase : type et localisation des isoformes.

Prolifération/différenciation dans les cryptes coliques et effet de I'irradiation.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

216
217
220

222
226
226
227
231

235

240

12



AC
ADN
AMPc
ANP
ARN
ATP
CaCC
CCh
CFTR
CIC
DAG
EBR
EFS
EGF
ENaC
GABA
GC
GDP
GMPc
GTP
IBMX
IL
iNOS
1P
KCC
L-NIL
LT
LTB4
MEC
NHE
NO
ORCC

ABBREVIATIONS

Adénylyl Cyclase

Acide DésoxyriboNucléique

3’-5’ Adénosine MonoPhosphate Cyclique
Atrial Natriuretic Peptide

Acide RiboNucléique

Adénosine TriPhosphate
Ca”"-sensitive CI" Channel
Carbachol

Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
Chloride Channel

1, 2-DiacylGlycérol

Efficacité Biologique Relative
Electrical Field Stimulation
Epidermal Growth Factor

Epithelial Na™ Channels
Gamma-Amino Butyric Acid
Guanylyl Cyclase

Guanosine DiPhosphate
GuanosineMonoPhosphate Cyclique
Guanosine TriPhosphate
3-IsoButyl-1-MethylXanthine
InterLeukine

inductible Nitric Oxide Synthase
Inositol- 1, 4, 5-trisPhosphate

K-CI Cotransporters
L-N°-(1-iminoethyl)lysine, HCI
LeucoTriéne

LeucoTriene B 4

Matrice ExtraCellulaire

Na'/H" Exchanger

Nitric Oxide

Outwardly Rectifying Chloride Channel

13



PACAP Pituitary Adenylyl Cyclase-Activating Polypeptide

PCNA
PG
PIP
PK
PMF
RGS
ROS
SCFA
SGLT
SGI
SNE
SNP
STa
TLE
TNF
VIP

Proliferating Cell Nuclear Antigen
ProstaGlandine
Phosphatidyllnositol Phosphate
Protéine Kinase

Pericryptal MyoFibroblast
Regulator of G protein Signaling
Reactive Oxygen Spieces

Short Chain Fatty Acid

Sodium Glucose-Linked Transporter
Syndrome Gastrolntestinal
Systéme Nerveux Entérique
Sodium NitroPrusside

heat-stable enterotoxin

Transfert Linéique d’Energie
Tumor Necrosis Factor

Vasoactive Intestinal Peptide

14



INDEX DES SCHEMAS

Schéma 1 : Les différents sites d’absorption et de sécrétion de I’eau et des

électrolytes le long de ’intestin.

Schéma 2 : Les différents sites d’absorption des nutriments le long de

P’intestin.

Schéma 3 : Modéle cellulaire pour ’absorption électroneutre de NaCl dans

le colon de mammifere.

Schéma 4 : Expression des transporteurs des différents ions le long de I’axe

de la crypte dans le c6lon distal.

Schéma 5 : Représentation schématique du canal CFTR.

Schéma 6 : Histologie du colon de rat.

Schéma 7 : Structure simplifiée du colon.

Schéma 8 : Morphologie de la muqueuse colique.

Schéma 9 : Controle de la sécrétion d’électrolytes dans le célon.

Schéma 10 : Mise en place d’une réponse sécrétoire sur un modéle cellulaire

(T84).

Schéma 11 : Régulation du transport des ions chlorures par les voies de

communication intracellulaire AMPc et calcique.

Schéma 12: Role des protéines G dans la transmission du signal

intracellulaire.

15



Schéma 13 A : Diversité des sous-unités Go. des protéines G ;

B : Cibles de la sous-unité B/y des protéines G.

Schéma 14 : Homologie de la séquence primaire des isoformes de ’adénylyl

cyclase membranaire.

Schéma 15 A et B : Schéma de la structure de ’adénylyl cyclase.

Schéma 16 : Les conditions d’apparition de la diarrhée.

Schéma 17 : Représentation schématique des étapes de la radiolyse de

I’eau.

Schéma 18 : Cinétique des dommages radio-induits.

Schéma 19 : Processus de lipoperoxydation.

Schéma 20 : Altérations structurales des membranes aprés irradiation.

Schéma 21 : Rayonnements ionisants et cycle cellulaire.

Schéma 22 : Effet d’un rayonnement ionisant sur le délai mitotique.

Schéma 23 : Représentation schématique des deux principaux types de mort

cellulaire.

Schéma 24 : Phases d’apparition des symptomes apreés une irradiation.

Schéma 25 : Représentation schématique des atteintes morphologiques en

fonction des doses d’irradiation.

Schéma 26 : Le syndrome gastro-intestinal.

16



Schéma 27 :

Schéma 28 :

Schéma 29 :

Schéma 30 :

Schéma 31

Importance des épisodes diarrhéiques chez D’accidenté de

Soreq (1990) en fonction du temps.

Etude des altérations radio-induites des mécanismes de la

sécrétion d’ions chlorures du célon distal de rat.

Etude des altérations radio-induites de la capacité absorptive

du colon distal de rat.

Représentation schématique du transport de I’eau et des ions

sodiques dans les cryptes coliques de rat.

: Altérations radio-induites de la réponse sécrétoire du colon

distal de rat.

17



INDEX DES TABLEAUX

Tableau 1: Distribution tissulaire des adénylyl cyclases chez les

mammiféres.

Tableau 2: Régulation des isoformes de 1’adénylyl cyclase chez les

mammifeéres.

18



INTRODUCTION GENERALE

Une irradiation a dose moyenne et forte entraine une pathologie mixte désignée
sous le terme de Syndrome Aigu d’lrradiation, impliquant les systémes
hématopoiétique, gastro-intestinal, neurovasculaire et cutané. Le taux de
renouvellement cellulaire rapide des systemes hématopoiétique et digestif les rend trés
sensibles aux rayonnements ionisants, compromettant ainsi la survie de I’individu
irradié. L’exposition du systéme digestif aux rayonnements ionisants induit une série
d’altérations structurales, fonctionnelles et cellulaires conduisant a un certain nombre de
symptdmes cliniques tels que les nausées, les vomissements et la diarrhée. Ces
symptdmes sont également associés au syndrome initial dans les 30 minutes qui suivent
une exposition a une dose d’irradiation (assez forte pour 1’humain) supérieure a 10
Grays (le gray est 1’'unité de dose absorbée: 1 Gy = 1J/kg). Le syndrome gastro-
intestinal d’irradiation (SGI) est généralement attribué a la disparition de I'intégrit¢ de
la barriére intestinale conduisant a la mort de 1’organisme dans les 5 jours qui suivent
I’exposition a une forte dose d’irradiation en corps entier, en absence de traitement. La
mort par le SGI serait due a une perte sévere de fluide et d’électrolytes, conduisant a un
déséquilibre de I’homéostasie ionique et a une septicémie. La dénudation importante de
I’épithélium intestinal est provoquée par un arrét, apres irradiation, de la mitose des
cellules souches a division rapide résidant dans les cryptes intestinales. Cependant, de
nombreux arguments suggerent que [’atteinte structurale et la dénudation de
I”épithélium intestinal ne sont pas les seules causes des désordres intestinaux induits par
les rayonnements ionisants. En effet, des dysfonctionnements du systéme digestif, sont

observés pour des doses inférieures a celles provoquant le syndrome gastro-intestinal
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(défini par la mort de I’organisme, 5 jours apreés exposition a I’irradiation). Le tractus
digestif est un systéme complexe soumis a de multiples régulations tant luminales que
basolatérales. L’effet de 1’irradiation sur la physiologie des communications intra- et
intercellulaires dans le tractus gastrointestinal est peu connu a ce jour et présente un
intérét évident pour déterminer les différents éléments cellulaires et moléculaires altérés
par I’exposition aux rayonnements ionisants.

Différents travaux du Laboratoire de Radiobiologie Digestive ont montré que
I’intestin gréle n’est pas la cible exclusive de I’irradiation et que le cbdlon participe
activement a la pathologie radio-induite du systeme digestif. Le c6lon est le si¢ge ultime
de la réabsorption de 1’eau et des électrolytes. Il participe au maintien de la balance
hydrominérale de I’organisme en régulant le volume et la composition des feces. La
fonction absorptive du coOlon est une fonction constitutive des cryptes, les unités
structurales et fonctionnelles du colon. Néanmoins, des processus sécrétoires
interviennent sous I’effet de différents médiateurs libérés par les nerfs, les cellules
endocrines et/ou les cellules immunitaires. Des travaux antérieurs du laboratoire ont mis
en évidence, par une approche in vivo, apres irradiation gamma totale, des altérations
des flux d’eau et d’¢électrolytes. Une forte diminution de I’absorption de 1’eau, d’ions
sodiques et d’ions chlorures, ainsi qu’une augmentation de la sécrétion d’ions
potassiques ont été observées dans le colon distal de rat a la dose de 8 Gy. De méme, in
vitro, une diminution de la réponse sécrétoire stimulée par le neuropeptide VIP a été
décrite dans le méme segment aprés des doses d’irradiation > 6 Gy. La réponse
sécrétoire consiste en une sécrétion d’ions chlorures dans la lumiére colique induite par
I’ouverture de canaux spécifiques situés sur la membrane apicale, aprés activation de
différentes voies de communication intracellulaire telles que les voies AMPc, GMPc et
calcique. L’altération de la réponse sécrétoire apres irradiation varie en fonction de

I’agoniste testé et donc de la voie de signalisation intracellulaire stimulée : la réponse
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sécrétoire stimulée par un agoniste de la voie AMPc semble davantage affectée par une
irradiation totale de 8 Gy que celle stimulée par un agoniste de la voie calcique.
L’objectif de cette thése est de déterminer l’origine de la diminution des
transports ioniques observée apres irradiation dans le colon distal de rat et d’étudier les
mécanismes intracellulaires impliqués dans ces altérations. Dans un premier temps,
I’évolution des changements de la capacité absorptive de I’eau et des ions sodiques,
potassiques et chlorures a été mesurée in vivo au cours de la premicre semaine aprés une
irradiation abdominale (pour minimiser I’atteinte du systéme hématopoiétique) a la dose
de 10 Gy qui ne génere pas le syndrome gastro-intestinal (mort de I’organisme). La
capacité sécrétoire du colon a ensuite été évaluée in vitro, a différents temps aprés
irradiation, en réponse a différents agonistes spécifiques des deux voies prépondérantes
de communication intracellulaire (Ca*", AMPc), et a 4 jours pour la voie GMPc et NO.
Ce travail a été poursuivi par 1’étude de I’effet de I’irradiation sur les mécanismes de la
voie de communication intracellulaire AMPc, 4 jours aprés exposition, les altérations
les plus importantes de la réponse sécrétoire étant observées a ce temps. A cet effet,
nous avons mis au point un modéle de cryptes isolées par microdissection et maintenues
en survie, sur lesquelles nous avons mesur¢ la production des seconds messagers AMPc
et GMPc. Nous avons également mesuré ’activit¢ de 1’adénylyl cyclase, I’enzyme
produisant 1I’AMPc, et déterminé dans des préparations membranaires, les
caractéristiques des sites de fixation du VIP, neuropeptide activant la voie de
signalisation AMPc et de ceux du carbachol (agoniste cholinergique) qui active la voie
calcique. L’altération de la réponse sécrétoire pouvant €tre associée a une modification
du nombre de cellules par crypte, une étude de cellularité et de la morphologie des
cryptes du colon a été réalisée par marquage des noyaux et observation par microscopie
confocale. Les modifications radio-induites de la voie AMPc peuvent aussi étre la

résultante d’une réduction du nombre d’unités cyclasiques et/ou d’une modification
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qualitative et/ou quantitative du type d’isoformes d’adénylyl cyclase. Chaque isoforme
étant sensible a des régulations différentes, un changement du type d’isoforme pourrait
conduire & une inhibition de la voie de communication AMPc par une autre voie de
communication telle que la voie GMPc ou la voie calcique. Nous avons donc déterminé
la localisation de 8 isoformes d’adénylyl cyclase parmi les 10 connues a ce jour, dans le
cOlon distal de rat, aucune donnée bibliographique n’étant disponible, a ce sujet, pour ce
segment.

La mise en évidence d’une possible communication entre la voie GMPc et la voie
AMPc d’une part, la voie AMPc et la voie calcique d’autre part, a été entreprise dans un
premier temps par 1’étude de ces deux voies de communication (GMPc et calcique), en
chambre de Ussing par la détermination de la réponse sécrétoire, et en crypte isolée par
la quantification des seconds messagers produits. Dans un deuxiéme temps,
I’observation des réponses sécrétoires et la mesure de la production au sein des cryptes
isolées de la quantit¢ d’AMPc ont été effectuées apres addition simultanée de VIP et
d’agonistes stimulant une autre voie de communication. Ces expériences ont été

réalisées chez des animaux témoins et irradiés.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I. ABSORPTION ET SECRETION DE FLUIDE ET D’ELECTROLYTES

I.A. CARACTERISTIQUES GENERALES DU FONCTIONNEMENT DE L’EPITHELIUM

COLIQUE

Le gros intestin a pour fonction de réguler le volume et la composition
électrolytique des féces. En conditions physiologiques, le colon absorbe 1’eau, les ions
sodiques (Na"), les ions chlorures (CI), sécréte les ions potassiques (K') et bicarbonates
(HCOy), ceci pour différentes especes étudiées (chien, rat et homme). Néanmoins, il
existe des différences significatives entre les especes. Ainsi, alors que 1’absorption des
ions sodiques est électrogénique dans le colon distal de lapin, 1’absorption sodique
¢électroneutre est prédominante dans le c6lon distal de rat (Binder et al. 1987). De plus,
chez une espece donnée, le transport d’électrolytes n’est pas homogene a travers tout
I’intestin gréle et le gros intestin (Schéma 1). L’épithélium colique a ses propres
caractéristiques et il ne dispose pas de la capacité d’absorber des nutriments,
contrairement a ’intestin gréle, puisqu’aucun transport actif de glucose ou d’acides
aminés n’a pu étre mis en évidence (excepté pendant la période néonatale) (Batt et al.
1969, Binder et al. 1970, Potter et Burlingame 1986). Le c6lon absorbe les acides gras a
chaines courtes (SCFA) produits par la microflore colique qui sont utilisés en tant que
substrat énergétique par les colonocytes. Ces acides gras a chaines courtes sont formés a
partir des sucres non absorbés, compensant ainsi 1’absorption incompléte des sucres par

I’intestin gréle (Bugaut ef al. 1987) (Schéma 2).
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Duodénum

Jéjunum

liéon

Célon

Schéma 1 : Les différents sites d’absorption et de secrétion de 'ean et des
élecirolytes le long de 1'intestin.

Liintestin est disizé en 2 parties : Uintestin gréle (duodénum, jéumun et 1léon)
et le gros intestin, partie terminale du tube digestif (ceecum, cilon, recturm).

F. Lebrur, ¢ Journée seientifique d”information sur « les légions radio- induites de V'intestin »,
EDF-Service de radioprotectior, Mowverabre 2001, n°13, 2000
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Schéma 2 : Les différents siles d’absorption des mutriments ke long de
I'intestin.

Extrait de « Jowmée scientifique d'information sur ¢ les Esions radio-induites de 'intestin 3,
EDF-Zervice de radioprotection, Mowerdbre 2001, n®18, 2000.

Le colon est capable d’absorber le calcium en grande quantité (particuliérement
dans le colon proximal) jouant ainsi un rdle physiologique considérable dans la
régulation de I’homéostasie calcique (Karbach et al. 1993). Le colon ainsi que 1’iléon
sont également des sites majeurs pour ’absorption du magnésium et la régulation de
I’homéostasie du magnésium dans le tractus gastro-intestinal du rat (Karbach and

Feldmeier 1991).



Les épithélia transporteurs d’eau et d’électrolytes sont caractérisés par une
polarité aussi bien morphologique que fonctionnelle. Le processus clé permettant
I’absorption d’eau par le cblon est la mise en place d’un gradient électrochimique de
sodium a travers la muqueuse. Ce gradient est mis en place par I’activité des pompes
Na'/K'-ATPases, localisées dans les membranes basolatérales de 1’épithélium,
permettant la réabsorption des ions sodiques présents du c6té luminal. Le sodium
absorbé est ensuite piégé dans 1’espace péricryptal par un feuillet de myofibroblastes
qui forme une barriére semi-perméable. Il y a, en effet, nécessité d’une différence de
perméabilité entre les membranes apicale et basolatérale des entérocytes pour le
transport des fluides a travers 1’épithélium intestinal, comme il a ét¢ montré par le
mode¢le de Curran et Macintosh (Curran et Macintosh 1962). L’établissement de cet
absorbat hypertonique fournit le gradient nécessaire a 1’absorption de I’eau,
déshydratant les féces pour donner un contenu en eau de moins de 70 % du poids total
des féces (Naftalin ez al. 1999a et 1999b). De plus, 1’épithélium colique a la particularité
de disposer de jonctions serrées dont la résistance est de 2 a 4 fois plus élevée dans la
partie distale que dans la partie proximale (Clauss et al. 1987). Le cblon distal a donc
une plus grande aptitude a extraire 1’eau de solutions & osmolarité élevée que le colon
proximal ou que I’intestin gréle. Ce dernier, de par sa faible résistance, est incapable de
générer un absorbat hypertonique 1’empéchant de descendre en dega d’un contenu en

eau de 90 % du poids total des feces.

I.B. MODALITES DU TRANSPORT DE L’EAU ET DES ELECTROLYTES

La composition protéique de la membrane apicale est différente de celle de la

membrane basolatérale par le nombre et le type de récepteurs, de canaux, de
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transporteurs et d’échangeurs (Kunzelmann et Mall 2002). Les mouvements de fluide et
d’¢électrolytes peuvent s’effectuer par une voie transcellulaire, a travers la cellule, ou par
une voie paracellulaire, au travers des jonctions serrées (Spring 1983). Ces dernieres, en
relation avec le cytosquelette des cellules épithéliales, sont des structures complexes
dynamiques capables de se comporter comme des pores sélectifs dont la taille peut
atteindre 20 A (Masyuk et al. 2002). Des études in vitro sur des lignées cellulaires telles
que T84, HT-29 et Caco-2 (Anderson et Van Itallie 1995) et in vivo dans I’iléon de rat
(Bijlsma et al. 1997), ont montré que de multiples voies de signalisation cellulaire sont
capables de moduler les protéines des jonctions serrées permettant ainsi une régulation
de la perméabilité paracellulaire. Ces jonctions permettent le passage passif d’ions et
d’eau selon le gradient ionique déterminé par les transports actifs trans-cellulaires
(Cereijido 1992). Les mouvements de fluide et d’électrolytes par la voie transcellulaire
s’effectuent a 1’aide de nombreux canaux ioniques, transporteurs, é¢changeurs et de
pompes localisés sur les membranes basolatérales et sur la membrane apicale permettant
le transport efficace de grandes quantités d’ions et d’eau.

Le transport de solutés peut s’effectuer par un transport passif, par un transport
de diffusion facilitée grace au gradient électrochimique sodique, ou par un transport
actif contre le gradient électrochimique nécessitant une source d’énergie métabolique
(ATP). Le gradient électrochimique est généré par la pompe Na'/K -ATPase située dans
la membrane basolatérale. Cette pompe extrude 3 ions sodiques, maintenant une faible
concentration de sodium intracellulaire nécessaire a la viabilité de la cellule, et fait
entrer 2 ions potassiques dans la cellule.

I.B.1. Le transport d’eau

Le transport d’eau par 1’épithélium digestif revét une importance physiologique

considérable compte tenu du volume d’eau quotidien a réabsorber. En plus des 2 litres
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fournis par I’alimentation, les différents organes du tractus digestif d’un adulte humain
sécretent en effet environ 7 litres d’eau par jour, dont 2 litres provenant de 1’estomac,
2,5 litres du pancréas et 1 litre de I’intestin gréle. Seul 0,05 a 0,2 litre d’eau sont
excrétés.

Il est généralement admis que 1’eau peut traverser la barri¢re épithéliale par la voie
paracellulaire et la voie transcellulaire (Masyuk et al. 2002). Contrairement aux
nombreuses études sur la perméabilité de la voie paracellulaire aux ions, la perméabilité
a I’eau via les jonctions serrées n’a pas été clairement démontrée, principalement du fait
du manque de méthodes de mesures suffisamment fiables et sensibles (Spring 1999).
L’hypothese émise pour expliquer le transport paracellulaire d’eau est que les molécules
d’eau suivent les gradients osmotiques établis soit par les transports transcellulaires des
ions et des solutés, soit par le transport paracellulaire de cations tels que le sodium.
Cependant, il est maintenant quasiment établi que la contribution de la voie
paracellulaire dans le transport est négligeable dans les épithélia laches tels que le
tubule proximal rénal ou les cellules rénales MDCK (Kovbasnjuk et al. 1998). La
question reste posée pour des épithélia plus serrés comme le célon distal.

Le transport d’eau transcellulaire nécessite la translocation des molécules d’eau a
travers les membranes apicale et basolatérale et a travers le cytoplasme. Le transport
d’eau transcellulaire est en partie réalisé par des canaux a eau, les aquaporines. Dix
isoformes de ces aquaporines (AQP de 0 a 9) ont été mises en évidence chez les
mammiféres. Les aquaporines de type 2, 3, 4 et 8 sont exprimées dans le colon de rat
(Koyama et al. 1999, Matsuzaki et al. 1999). Les aquaporines de type 2 sont situées sur
la membrane apicale, les AQP3 et AQP4 sont présentes sur les membranes basolatérales
et ’AQP8 est située au niveau cytosolique. Les aquaporines 2, 3 et 4 sont
majoritairement présentes dans 1’épithélium colique de surface. Le role de chacune de

ces aquaporines n’est pas encore bien déterminé. L’ AQP2, au niveau apical (Gallardo et
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al. 2001) et ’AQP4, au niveau basolatéral (Wang et al. 2000) pourraient Etre
impliquées dans I’absorption d’eau par la muqueuse colique chez les muridés.

D’autres protéines comme le CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator), connu
pour transporter les ions chlorures, peuvent également étre impliquées dans les
mouvements d’eau en formant un canal aqueux (Hasegawa et al. 1992). Des
cotransporteurs comme le cotransporteur Na'/glucose peuvent également transporter de
grandes quantités d’eau : la stoechiométrie de 2 Na, 1 glucose et 210 H,O pour le
SGLTI1 a été observée apres expression du cotransporteur dans des ceufs de xénopes
(Loo et al. 1996). Ce dernier mécanisme n’est vraisemblablement pas présent dans le
cblon de rat, puisque le transport de glucose couplé au sodium n’est pas présent dans ce
tissu (Potter et Burlingame 1986). Il a également été montré que le cotransporteur K/CI
¢était capable de transporter les molécules d’eau selon le rapport 1 K et 1 CI pour 500
H,O (Zeuthen et Stein 1994). Le cotransporteur KCC1 étant présent au niveau
basolatéral dans le c6lon distal de rat (Sangan et a/ 2000, Kunzelmann et al. 2001), il
pourrait participer a la sortie de 1’eau des cellules épithéliales vers le milieu sanguin.

Il a été initialement postulé que les fonctions d’absorption et de sécrétion dans
I’épithélium colique étaient compartimentalisées, avec une sécrétion de fluide
intervenant dans les cryptes et une absorption localisée dans I’épithélium de surface
(Welsh et al. 1982). Cependant, une ¢étude plus récente a montré que les cryptes
possédent une capacité absorptive (Singh er al. 1995, Naftalin et Pedley 1999). On peut
émettre I’hypothése que 1’absorption d’eau au niveau de 1’épithélium de surface serait
transcellulaire via les aquaporines tandis que 1’absorption d’eau dans la crypte serait

paracellulaire.

I.B.2. Le transport des électrolytes
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1.B.2.1 Absorption des ions sodiques et des ions chlorures

L’absorption de sodium dans le colon distal de rat implique une absorption
électroneutre mettant en jeu le couplage de deux échangeurs apicaux, le Na'/H" (NHE)

et le CI/HCO;™ (Binder et al. 1994) (Schéma 3).

Luminal | Basolateral

Schéma 3 : Modeéle cellulaire pour I'absorption électroneutre de NaCl
dans le cdlon de mammifére.

Mat est absorbé du cdté luminal de U épithélium par des échangenrs Nat/H*Y
de type 2 et 3 (MHEZ et MHEZ). L'activité lumninale de MNHE est couplée &
celle des echangeurs luminauz CHAOH et CI-/HCO, (respectivemnent la
protéine DEA (down regulated in adenoma) et U échangeur d’anions AEL)
L’ATPaze Mat/{ située au niveau baso-latéral génére la force motrice pow
la sortie des 1ons Ma* de la cellule en abaissant la concentration en Ma*
intracellulaire. Tautres transportenrs tels que MHEL ne sont pas représentés
sur le schéma,

Kunzelmann K et Ilall M. Electrolyte transport in the maromalian cdlon : mecharisms
and applications for disease. Phyrsiol Review 82, 245-280, 2002

Cet échangeur Na'/H' assure I’absorption sodique dans la membrane apicale

(Binder et al. 1986, Rajendran et al. 1989). Dans le colon distal de rat, 1’absorption



électrogénique via ’ENac (epithelial Na® channels) est confinée a 1’épithélium de
surface, mais avec une faible contribution chez le rat par rapport a I’homme (Kockerling
et al. 1993). Cinq isoformes de I’échangeur Na'/H" ont été identifiées (Orlowski et al.
1992). L’expression de trois isoformes (NHE1, NHE2 et NHE3) a été observée dans les
cellules épithéliales de colon distal de rat (Ikuma et al. 1999). NHE1, localisée sur les
membranes basolatérales serait responsable de la régulation du pH intracellulaire
(Bookstein et al. 1994). Les isoformes de type 2 et 3 sont localisées dans les membranes
apicales (Bookstein et al. 1997, Ikuma et al. 1999). NHE3 serait responsable a elle-
seule de 75% de I’absorption sodique, d’apres une étude réalisée sur des vésicules de
membranes apicales (Ikuma et al. 1999). Un nouvel échangeur Na'/H" dépendant des
ions chlorures (CI-NHE), a été récemment cloné dans le colon distal de rat. Cet
échangeur est présent chez différentes especes (rat, souris, homme) et a une large
distribution cellulaire. Il serait fonctionnellement couplé a un canal CI” (peut-étre le
CFTR) plutdt qu’a un échangeur Cl/anion et pourrait étre responsable a la fois de la
régulation du pH intracellulaire des cellules des cryptes et de ’absorption de fluide
(Binder et al. 2000).

L’absorption transcellulaire des ions chlorures a travers la membrane apicale des
colonocytes est médi¢e par les échangeurs CI/HCO;3 et CI/OH™ (Foster et al. 1990).
L’échangeur anionique CI/HCO;™ est exprimé uniquement dans les cellules de
I’épithélium de surface, tandis que 1’échangeur CI'/OH" est présent dans 1’épithélium de
surface et dans les cryptes (Rajendran et Binder. 1993a). Au niveau apical, seule
I’isoforme AE1 de I’échangeur anionique CI/HCOs;™ est présent, tandis que la sortie des
ions chlorures au niveau des membranes basolatérales se ferait par les deux isoformes
AE1 et AE2 (Kunzelmann et Mall 2001). L’échangeur CI/OH™ (protéine DRA pour
Down-Regulated in Adenoma) serait impliqué dans la régulation de fonctions

intracellulaires telles que le pH (Melvin et al. 1999, Rajendran ef al. 1999).
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Les ions chlorures peuvent étre également absorbés par des canaux CFTR présents dans
la membrane apicale du célon distal de rat (Kunzelmann et Mall 2001). Le CFTR a
d’ailleurs une fonction double : dans la partie basse des cryptes, il est impliqué dans la
sécrétion de CI alors que dans 1I’épithélium de surface bordant la lumiére colique, il
régule d’autres transporteurs tels que le NHE3. D’autres canaux chlorures, notamment
le canal CIC-2, sont impliqués dans 1’absorption de NaCl (Lipecka et al. 2002). Ce
canal situé sur les membranes basolatérales de colon distal de rat permettrait la sortie de
CI lors de I’absorption de NaCl. Chez I’homme, le canal CIC-2 est exprimé du c6té
apical des colonocytes, suggérant qu’il aurait un réle dans la sécrétion de CI” plutot que

dans I’absorption a I’inverse du rat.

1.B.2.2 Transport des ions potassiques

L’absorption et la sécrétion active du potassium sont présentes dans le segment
distal du colon (Foster ef al. 1984). L’absorption active des ions potassiques s’effectue
dans le colon distal de rat alors que leur sécrétion a lieu dans le c6lon proximal de rat
(Rajendran et Binder 1993b). L’absorption impliquerait deux types différents de H"-K -
ATPases exprimées dans les cellules absorptives de I’épithélium de surface et dans les
cryptes chez le rat (Binder et Sandle 1994). Dans le colon distal, I’activité de ces deux
types d’ATPases a été observée sur la membrane apicale des cellules épithéliales (Del
Castillo et al. 1991). Néanmoins, d’autres auteurs suggerent que dans le colon de rat, les
mouvements des ions H" et K" ne sont pas étroitement liés (Feldman et Ickes 1997). Le
potassium absorbé du co6té luminal est libéré du co6té sanguin par les canaux
basolatéraux potassiques et probablement par le cotransporteur électroneutre KCC1

(Sangan et al. 2000).
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Un modéle pour la sécrétion active du potassium dans le colon de rat fait
intervenir un processus en deux étapes: ’entrée des ions potassiques a travers la
membrane basolatérale, impliquant la pompe Na'/K'-ATPase, et le mouvement des ions
potassiques selon le gradient ¢lectrochimique a travers la membrane apicale,
probablement & travers des canaux a conductance potassique. Néanmoins, des études
récentes seraient en faveur d’un passage des ions potassiques & travers la membrane
basolatérale, principalement par le cotransporteur Na'/K'/2Cl™ également impliqué dans
la sécrétion d’ions chlorures (Binder et Sandle 1994). En plus du transport
transcellulaire des ions potassiques, la voie paracellulaire peut aussi contribuer au flux
net d’ions. Néanmoins, la voie paracellulaire colique est de faible conductance,
sélective pour les anions et semble de contribution négligeable dans le transport des

cations tels que les ions potassiques (MacCabe et al. 1984).

1.B.2.3 Sécrétion des ions chlorures

Le cdlon est un organe principalement absorptif. Cependant une autre propriété
importante est sa capacité a sécréter des ions chlorures (Barrett e al. 1991). Ses
processus sécrétoires ont longtemps été considérés comme séparés dans 1’espace des
processus d’absorption. Le modéle initial consistait en une capacité absorptive présente
dans les cellules épithéliales de surface luminale du célon et en un processus sécrétoire
localisé dans les cellules des cryptes (Welsh er al. 1982) (Schéma 4).Cependant, des
observations expérimentales plus récentes ont mis en évidence une conductance aux
ions chlorures dans les cellules épithéliales de la surface révélant une sécrétion d’ions

chlorures (Stewart et Turnberg 1989, Kockerling et Fromm 1993).
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Schéma 4 : Expression des transporteurs des différents ions ke long de
I'axe de la crypie dans ke colon distal

L’absorption électroneutre de MaCl est prédominante dans ' épithélivm de
surface mais est ausst présente dans les aryptes. Labsorphion électrogénique
de Ma* wia le canal gpithelial Na* (EMaCh a lieu dans 1 epithélnumn de surface
et dans la partie haute des cryptes du cdlon distal Le CFTE est exprimé
dans tout I épithélium colique mais prédomine dans les cryptes.

Draprés Kunzelmann K et Iiall I, Electrolyte transport i the mararalian colon
mechanisms and applications for disease. Phpsiol Review 82, 245230 2002,

Dans le colon de rat, cette sécrétion d’ions chlorures peut étre observée en
chambre de Ussing par une augmentation du courant de court-circuit ou Is.. Au niveau
basolatéral, ’entrée des ions chlorures s’effectue par le co-transporteur Na'/K'/2Cl’,
I’énergie étant fournie par 1’activité de la pompe Na'/K™ ATPase située également du
coOté basolatéral des cellules épithéliales. Les ions chlorures sortent de la cellule du coté
apical par différents tranporteurs et canaux. Trois familles de génes ont été¢ jusqu’a

maintenant bien établies pour les canaux chlorures (Jentsch et al. 1999). La famille CIC

34



comporte 9 membres présents soit dans la membrane plasmique soit dans les
compartiments intracellulaires. Les protéines CIC possédent 10 a 12 domaines
transmembranaires. Ce sont des diméres dont chaque monomére forme un pore (Dutzler

et al. 2002). Le CFTR a 12 domaines transmembranaires (Schéma 5).

Schema 5 : Représentation schematique du canal CFTR ({cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) .

Fégulation du canal par liaison et hydrolyse de I ATP sur les domaines NBD
(Mucleotide-binding dornains), et par les meécanismes de phosphorylation sur
les résidus sérines du dormaine régulateur (F).

123 Bio net

L’ouverture de ce canal est controlée par ’ATP intracellulaire et différentes
kinases (A, C et dépendantes du GMPc). Il fait partie de la famille des protéines ABC
(ATP binding cassette), bien qu’il soit le seul membre de cette famille a fonctionner
comme un canal ionique (Riordan et al. 1989). Dans les épithélia sécréteurs, comme

I’intestin ou les voies respiratoires, une part essentielle de la sécrétion des ions chlorures
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a lieu par le CFTR localis¢ dans la membrane apicale des cellules épithéliales
(Anderson et al. 1992, Greger 2000). La plus grande famille de canaux chlorures
connue est celle formée par les canaux-récepteurs chlorures pour le GABA et la glycine
(Chebib et Johnston 1999). Les sous-unités comprennent quatre domaines
transmembranaires et se combinent pour former des pentameres. Enfin une autre famille
a 4 ou 5 domaines transmembranaires représenterait des canaux activés par les ions
calciques (CaCC) (Pauli et al. 2000).

La mise en évidence des différents types de canaux chlorures dans le colon distal de rat
est actuellement en pleine expansion. Deux membres de la famille CIC ont été localisés
dans le colon de rat: le CIC-2 serait présent dans les membranes basolatérales des
cellules épithéliales (Gyomorey et al. 2000, Lipecka et al. 2002), et le CIC-5 dans les
endosomes suggérant pour ce dernier un réle dans les phénomeénes d’endocytose
(Vandewalle et al. 2001). L’implication de ces canaux dans la réponse sécrétoire n’a
cependant pas encore été clairement démontrée. En revanche, une étude récente a mis
en évidence, dans les membranes apicales d’iléon de rat, la présence de CIC-4
colocalisé avec le CFTR et qui pourrait étre impliqué dans la sécrétion intestinale d’ions
chlorures (Mohammad-Panah er al. 2001). Il reste a déterminer si ces canaux sont
effectivement présents dans le colon distal de rat.

Le role éventuel du CFTR dans la sécrétion de CI” a été démontré chez des souris dont
le géne codant pour le CFTR a été invalidé (Grubb et Gabriel 1997): ces souris
présentent une réduction prononcée de la réponse sécrétoire a différents sécrétagogues.
Les canaux CFTR présentent un gradient d’expression le long de 1’axe cryptique avec
une plus forte expression dans les cellules indifférenciées des cryptes (Greger et al.
1997). 1Is pourraient avoir une fonction double dans le c6lon distal : dans la partie basse

des cryptes, ils constitueraient des canaux a ions chlorures régulés par ’AMPc et
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impliqués dans la sécrétion ; dans 1’épithélium de surface, ils pourraient intervenir

comme régulateurs de I’échangeur Na"/H" (cf paragraphe absorption de NaCl).

I.C. STRUCTURE DU COLON

Le colon des mammiferes est constitué de quatre couches concentriques : la
mugqueuse, la sous-muqueuse, les couches musculaires (muscularis externa), la séreuse.
La muqueuse borde la lumiére et consiste en un épithélium, une membrane basale, un
tissu connectif de soutien appelé la lamina propria, le tout reposant sur une couche

musculaire lisse ou muscularis mucosa (Schémas 6 et 7).
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Schéma 6 : Histologie du colon (A/B) de rat.

Les differentes couches sont © l-séreuse | Z-couche musculaire longiudinale
externe ; 3-couche musculaite circulaire interne | 4-sous-mugqueuse | 5-musculatis
mucosa ; f-mugquense (épihélinm et laminag propria). L épithélm forme des
cryptes (7).

A : Johneon LR, Alpers DH, Cloistensen I, Jacobzon ED, Walsh TH. Fhyrsiology of the
gastrointestinal tract, 3érme editiorn, Faven Press.
B : wicrophotographie de la parod du edlon fournie par le Dr [ Dublinean

La sous-muqueuse, constituée de tissu connectif lache, supporte la muqueuse et
est parcourue de vaisseaux sanguins et lymphatiques et de nerfs. Deux couches
musculaires bien définies sont présentes : 1’une circulaire interne et I’autre longitudinale
externe. Enfin, [’adventitia ou séreuse est constituée de tissu connectif parcouru par les
différents vaisseaux lymphatiques, arteéres et veines qui traversent ensuite les couches
musculaires pour atteindre la sous-muqueuse. Il existe de grandes interdépendances

physiologiques et des connections morphologiques entre chacun de ces éléments.
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Séreuse

Schéma 7 : Structure simplifiée du colon

I.C.1. L’épithélium

L’épithélium constitue la premiére barriére cellulaire séparant 1’environnement
luminal du milieu intérieur de I’organisme. La surface luminale n’est pas amplifiée par
des villosités comme dans I’intestin gréle (Schéma 8). La surface mucosale comporte
deux régions majeures : i) 1’épithélium de surface faisant face directement a la lumiére

i1) les cryptes de Lieberkiihn, unités structurales et fonctionnelles de la muqueuse
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colique. La densité des cryptes varie en fonction du segment considéré, avec une densité

plus faible dans le cdlon distal que dans le colon proximal (Gutschmidt ez al. 1983).

Epithélium colique (X10) Cryptes coliques (X40)

Lumiére '
colique

épithélium de
surface

cellules
ahsorptives

Cellules a mucus
cryptes

R -

Lumiére de la crypte

Compartiment
des cellules
souches

Base de la crypite

Schéma 3 : Morphologie de la mugueuse colique

I. Dublinean, Jownée scienmtifigue d'information sw ¢ les lésions radio-induites de
Tintestin », 19 octobre 2000, EDF-service de radioprotection noverebre 2001, n®18.

Les processus d’absorption et de sécrétion ont lieu au sein de cet épithélium. Des
types cellulaires variés composent cet épithélium ; ils différent par leur ultra-structure et

leur localisation au sein des cryptes.

Les différents types cellulaires et leur fonction au sein de [’épithélium
Les cellules indifférenciées et prolifératives des cryptes appelées « cellules

souches » sont responsables d’un renouvellement permanent des cellules épithéliales
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différenciées de la muqueuse. Du fait de ce renouvellement (4 jours), elles disposent
d’une capacité naturelle de régénération (Sunter et al. 1979). Le nombre de cellules
souches de I’épithélium intestinal et colique n’est pas connu précisément (Bach et al.
2000). 11 semble étre de 4 a 6 cellules souches par crypte pour I’intestin gréle et
vraisemblablement autant voire moins pour I’épithélium colique. La durée du cycle
cellulaire des cryptes est de 35 h pour le c6lon de rat (Potten 1995). Dans le c6lon distal
de rat, la zone de prolifération est confinée dans le tiers inférieur des cryptes (Sunter et
al. 1979).

Les cellules a mucus, localisées dans la partie haute des cryptes ou a la surface,
présentent un profil caractéristique avec une forte concentration de granules sécrétoires
contenant des mucines dans le cytoplasme apical (Colony 1996). Les cellules a mucus
représentent 55 % des cellules contenues dans les cryptes de colon distal de rat (Robert
et al. 2001). La sécrétion de mucus peut étre constitutive ou déclenchée par des
mécanismes faisant appel a une stimulation cholinergique ou a une irritation chimique
ou physique. Les stimulations cholinergiques provoquent la libération du mucus déja
formé (Specian et Neutra 1980).

Les cellules vacuolées, souvent comprimées par les cellules a mucus, sont localisées
dans la partie moyenne de la crypte ou elles ne représentent que 5 % des cellules totales
dans le colon distal contre 33 % dans le c6lon proximal de rat (Robert et al. 2001). Les
cellules vacuolées et les cellules absorptives forment une ligne continue de la base a
I’apex des cryptes, les cellules vacuolées se transformant en cellules absorptives dans la
partie haute des cryptes. Ces cellules comportant des microvillosités, pourraient étre
impliquées dans la sécrétion d’ions chlorures et dans I’absorption d’eau et d’électrolytes
a travers 1’épithélium (Colony 1996).

Une partie du systéme endocrine diffus est présent dans 1’épithélium sous la forme de

cellules endocrines. Ces cellules endocrines sont capables de synthétiser et de libérer
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différents médiateurs. Elles ont une action paracrine, endocrine voire autocrine sur le
contréle du flux d’eau et d’électrolytes, du flux sanguin muqueux et de la motricité.
Différents types de cellules endocrines existent dans le colon: i) les cellules
entérochromaffines localisées a la base de la crypte, capables de synthétiser la
sérotonine, le 5-hydroxytryptophane, la L-dopa, la dopamine et le neuropeptide YY
(NPY) (Schofield et al. 1967) ; dans le cdlon de rat, 3 a 4 cellules entérochromaffines
sont présentes pour 10 cryptes observées (Ledesma de Paolo et al. 1992) ii) les cellules
L qui synthétisent le peptide YY (PYY) et la glycentine, un peptide proche du glucagon
(Bottcher et al. 1986, Uribe ef al. 1994) iii) les cellules N, peu représentées dans le

cdlon, produisent de la neurotensine iv) les cellules D synthétisent la somatostatine-28

Le renouvellement épithélial

L’épithélium est une structure dynamique présentant un taux de renouvellement
permanent. Sunter et coll. ont calculé un taux de production cellulaire de 7,3 nouvelles
cellules par heure dans les cryptes du colon distal de rat et un nombre total de 735
cellules par crypte, ce qui suggere un renouvellement complet de I’épithélium en 4 jours
(Sunter et al. 1979). Le renouvellement de I’épithélium du célon provient de la
migration de cellules nouvellement formées a partir des cellules souches dans la zone
proliférative (Lipkin 1985), donnant lieu, suivant les modifications de I’environnement
tissulaire, a des divisions symétriques (1 cellule souche donnant 2 cellules souches ou
deux cellules différenciées) ou asymétriques (1 cellule souche donnant 1 cellule souche
et une cellule différenciée) dans la plupart des cas (Booth et Potten 2000). Les cellules
nouvellement produites migrent, en se différenciant en un des différents types
cellulaires précédemment décrits, vers la surface luminale ou elles sont desquamées.
Les processus de différenciation au cours de la progression seraient régulés par

I’environnement sous-jacent (tel que des protéines de la matrice extracellulaire, des
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facteurs de croissance) (Booth et Potten 2000). Une fraction des cellules en cours de
différenciation est capable de bloquer sa différenciation, voire de se dédifférencier et de
proliférer afin d’augmenter le pool de cellules prolifératives, ce qui conduit a étendre la
zone proliférative vers le haut de la crypte (Booth et Potten 2000). Ce processus et le
controle de la division des cellules souches sont hautement régulés et constituent un
facteur important dans la réparation des dommages de la muqueuse et dans certaines
pathologies (Lacy 1991). Les dommages épithéliaux peuvent également étre réparés, en
un temps tres court (20 a 30 min), par un phénoméne de restitution épithéliale ne faisant
pas intervenir la prolifération : une recolonisation rapide des bréches par une migration
de cellules, associée a un changement de forme, a été observée dans la muqueuse
colique chez I’homme et le lapin (Feil ef al. 1989).

La fission des cryptes est un mécanisme supplémentaire d’expansion de la masse
mucosale (St Clair et Osborne 1985, Bjerknes et Cheng 1999). La fission des cryptes est
due a la capacité d’une cellule fille des cryptes a recréer un foyer de division, point de
départ de la construction d’une future crypte, a c6té de son foyer d’origine et d’accroitre
ainsi le nombre de cryptes. Ce phénomene est particuliérement important dans le colon
de rat (Berlanga-Acosta et al. 2001). La fission des cryptes semble étre d’une
importance majeure aussi bien dans les processus de développement que dans les
processus de réparation a la suite de dommages muqueux par la mise en place d’une
réponse compensatoire a la perte des cryptes (Cheng er al. 2000). En augmentant le
volume des cryptes, la prolifération cellulaire pourrait agir comme un stimulus pour la

fission des cryptes (Totafurno et al. 1988).

1.C.2. La lamina propria
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L’épithélium de surface et celui des cryptes reposent sur une membrane basale
de collageéne, de laminine et de protéoglycanes. Les molécules de la membrane basale
contribuent, par la fixation sur les intégrines, a 1’adhésion, mais aussi au contréle de la
survie cellulaire, de la progression cellulaire, de I’expression de génes et de 1’activation
de voies de signalisation (Beaulieu 1999). Macrophages, mastocytes, neutrophiles
occasionnels, €éosinophiles, lymphocytes, fibroblastes, cellules musculaires lisses, fibres
nerveuses, vaisseaux sanguins et lymphatiques, sont les constituants de la lamina
propria. Certains fibroblastes sont épars, d’autres sont répartis sous la forme de
manchon autour des cryptes et sont appelés des myofibroblastes péricryptiques (PMF).
Ces PMF se divisent a la base des cryptes tout en produisant du collagéne et migrent le
long des cryptes a une vitesse identique a celle des cellules des cryptes, ce qui suggere
une translocation d’une unité épithélio-mésenchymale compléte (Pascal ef al. 1968).
Cette co-migration reste néanmoins controversée dans le colon de souris (Birchmeier
1993).

Les cellules épithéliales intestinales produisent des cytokines qui régulent la
prolifération des cellules immunitaires mononucléaires de la lamina propria (Watanabe
et al. 1995). De plus, les cellules épithéliales présentent les antigénes aux cellules T
chez les rongeurs (Bland et Warren 1986) mettant en évidence une communication entre
les cellules épithéliales et les lymphocytes.

Le transport d’¢lectrolytes en réponse aux médiateurs inflammatoires est en
partie modulé par les cellules de type fibroblastique (Berschneider et Powell 1992). Ces
fibroblastes hétérogenes sont distribués a travers toute la muqueuse, stratégiquement
localisés dans la couche sous-épithéliale, ou ils peuvent recevoir, réguler et transmettre
des signaux aux cellules épithéliales adjacentes (Powell et al. 1999 a et b). Les
leucocytes entretiennent également une interrelation avec [’endothélium de

microvasculature locale (Pober et Cotran 1990). La matrice extracellulaire (MEC)
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composée de collagéne, de laminine et de protéoglycanes est localisée sous la forme
d’une structure compacte laminaire représentant une membrane basale et d’un réseau
diffus entourant les cellules nerveuses, lymphoides, mésenchymateuses et vasculaires.
La MEC joue un réle majeur dans la régulation du nombre, de la localisation et de 1’état
d’activation des leucocytes notamment en cas d’inflammation (Gailit et Clark 1994,

Yoshikawa et al. 2002).

1.C.3. La muscularis mucosa

La muscularis mucosa est formée d’une fine couche de cellules musculaires
lisses (de 2 a 6 cellules d’épaisseur). Son ultra-structure et sa fonction sont peu connues.
De petits nerfs percent de place en place ce feuillet avant de pénétrer dans la muqueuse
sans qu’une éventuelle interaction entre les cellules musculaires et les axones ne soit

clairement établie.

I1.C.4. La sous-muqueuse

Les constituants cellulaires de la sous-muqueuse sont principalement des
fibroblastes, macrophages, mastocytes et occasionnellement des éosinophiles et des
basophiles. Ces cellules sont incluses dans une matrice de collagene et de fibres
d’¢élastine. De larges artéres et veines parcourent longitudinalement cette structure. Les

plexus sous-muqueux sont également présents dans cette strucutre.

I1.C.5. Les couches musculaires
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La couche musculaire longitudinale externe est adjacente a la couche musculaire
circulaire interne. Ces deux couches sont constituées de différents fuseaux de fibres
musculaires lisses, séparés par des espaces occupés par des connections fibreuses,
nerveuses et des vaisseaux sanguins. Les interstices sont remplis par une matrice
extracellulaire contenant du collagéne et des fibres élastiques. Des vagues de
contractions spontanées sont générées au sein de ces muscles lisses sous 1’influence du
systéme nerveux entérique par l’intermédiaire des plexus myentériques. Au sein des
couches musculaires lisses, il existe un type cellulaire particulier: les cellules
interstitielles de Cajal. Ces cellules ont une fonction de «pace maker» et générent des
vagues de contractions spontanées des muscles lisses intestinaux (Thuneberg et al.

1995).

I1.C.6. Le systéme nerveux entérique

Le systéme nerveux entérique (SNE) est parfois décrit comme une troisiéme
subdivision du systéme nerveux autonome, ou comme « un petit cerveau » coordonnant
I’activité du tractus gastro-intestinal (Gershon et al. 1994, Wood 1998). Il est capable de
fonctionner avec ses régulations propres, indépendamment des influences
parasympathiques et sympathiques extrinséques du systétme nerveux autonome
(Gershon 1990). Le SNE est I’innervation intrinséque de I’intestin composé du plexus
myentérique ou plexus d’Auerbach et du plexus sous-muqueux ou plexus de Meissner
(Timmermans et al. 1992, Stach 1989) (Schéma 7). Le plexus myentérique, présent
entre les couches musculaires lisses circulaires et longitudinale joue un réle dans la
régulation de la motricité intestinale (Yokoyama et North 1983), tandis que le plexus

sous-muqueux, situé entre la couche musculaire circulaire et la muscularis mucosa,
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interagit avec les neurones moteurs du plexus myentérique et joue un role prépondérant
dans la régulation du transport d’eau et d’électrolytes (Keast et al. 1984). Une des
fonctions principales du SNE est de répondre aux agressions luminales telles que la
distension par les contenus luminaux ou la présence d’endotoxines bactériennes. Ces
endotoxines conduisent a la libération du contenu des cellules endocrines qui stimulent
les neurones afférents sensoriels faisant le relais entre les deux plexus, ainsi qu’entre les
systémes nerveux autonome et central. Les plexus sous-muqueux peuvent exercer une
action stimulatrice par la libération de neurotransmetteurs au contact des colonocytes et
sur les cellules endocrines de 1’épithélium, les conduisant a libérer leurs médiateurs. Il
existe de nombreux neurotransmetteurs du systéme nerveux entérique tels que
I’acétylcholine et la noradrénaline. Il existe également des neurotransmetteurs non
cholinergiques et non adrénergiques incluant ’adénosine triphosphate, le VIP, le
neuropeptide Y, la substance P, la sérotonine, ’acide y-aminobutyrique et la dopamine
(Furness ef al. 1995). Le NO joue également un rdle dans le systéme nerveux entérique :
les NO-synthases sont présentes dans le plexus myentérique du c6lon distal de cochon

d’Inde et de rat (MacConalogue et Furness 1993, Nichols et al. 1993).

II. REGULATION DU TRANSPORT COLIQUE DE L’EAU ET DES

ELECTROLYTES

Le transport d’ions a travers I’épithélium colique est influencé par de nombreux
facteurs intrinséques tels que les hormones et les neurotransmetteurs et des facteurs
extrinseques tels que les toxines bactériennes (STa) (Schéma 9). Différents

neurotransmetteurs, majoritairement le VIP ou 1’acétylcholine et des agents paracrines
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agissant localement tels que la guanyline (minoritaire dans le c6lon distal) régulent la
direction des mouvements des flux nets d’ions et d’eau a travers le colon. Plusieurs de

ces agents agissent a la fois sur les processus d’absorption et de sécrétion.
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Schéma 9 : Contrile de la sécrétion d’électrolyies dans le cdlon.

L’ augmentation des seconds messagers intracelhilaires ARPc, Ca?*, GMPc et
Iactivation de la protéine kinase C et de la Ca?*fralmoduline kinase stimulent la
sécretion de K ou de CI par Uactiwation des protéines de transport dans les
membranes lurminale e baso-latérale. Les voies de commmumications des seconds
messzagers sont activées ou mhibées par un grand nombre dhormones et de
neurotransmetteurs. Ceuz-ci sont Wbéreés 4 partr des capillawes, des nefs
entériques ou des cellules inmunes telles que mastocytes et lymphocytes.
D’autres factenrs sont sécrétés de facon paracrine ou autocrine. Dres mutriments,
des acides biliaires, des toxines bactériennes ou virales peuvent aussi exercer un
effet sécrétoire sur la mugquense colique.

Kurzelraann K et Ivlall . Electrolyte transport i the maronalian colon @ mechaniss and
applications for disease. Physiol Review 82, 245-289, 2002,

IL.A. MEDIATEURS INFLUENCANT LES MOUVEMENTS D’EAU ET D’ELECTROLYTES

IL.A.1. VIP (Vasoactive Intestinal Peptide)



II.A 1.1 Structure et Localisation

Le VIP a été détecté pour la premicre fois en 1967 par son action biologique
vasoactive, puis isolé a partir de poumons de porc en 1969 par Said (Said et Mutt 1969).
Il a, par la suite, ét¢€ isolé dans I’intestin de rat (Dimaline et al. 1984). Ce neuropeptide,
appartenant a la famille sécrétine-glucagon, issu d’un précurseur d’environ 170 résidus
d’acides aminés est constitué de 28 résidus d’acides aminés. Le peptide isolé du rat
présente une forte homologie de séquence avec celui du porc, de la vache, du lapin et de
I’homme. La clearance plasmatique du VIP par les peptidases est rapide (temps de
demi-vie de 1 min). Dans le tractus gastro-intestinal, le VIP est détectable dans les
neurones, mais pas dans les cellules endocrines (Larsson et al. 1979). Le systéme
nerveux contenant du VIP semble plus largement répandu que les autres systémes
peptidergiques. Les corps cellulaires contenant du VIP sont présents en nombre
particulierement grand dans le plexus sous-muqueux (plexus de Meissner) du c6lon
distal chez le rat. Le plexus myentérique (plexus d’Auerbach) contient également des
neurones immuno-réactifs au VIP, mais en plus faible proportion. L’ensemble de ces
plexus ont des projections nerveuses vers la muqueuse et vers les artérioles (Sundler et
al. 1989). La sécrétion de VIP est induite, entre autres processus, par la stimulation
¢électrique du nerf vague et des nerfs pelviens, a la suite d’une distension de la paroi

intestinale ou par une ischémie intestinale.

11.A.1.2 Action intestinale

Initialement, le VIP a été identifié comme un vasodilatateur des artéres

mésentériques puis cérébrales. Le VIP a également une action sur le contrdle de la

motricité : par sa présence dans les nerfs inhibiteurs entériques qui se projettent dans les
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couches musculaires, le VIP a la capacité, avec le NO, d’induire la relaxation de la
couche musculaire lisse circulaire dans le tractus gastro-intestinal (Grider et al. 1986),
facilitant le transit luminal des féces. Les fibres contenant du VIP sont associées aux
cellules immunitaires de la muqueuse intestinale et ont donc un contrdle sur les défenses
immunitaires au sein de cette muqueuse (Ottaway 1991) en inhibant, par exemple, la
production des cytokines ou en empéchant la réactivité des mastocytes (Tungel et al.

2000).

Action sur la prolifération cellulaire

Par son action sur la voie de communication intracellulaire AMPc, le VIP
pourrait jouer un role sur la prolifération cellulaire comme il a été observé dans la lignée
cellulaire HT29-18 (Chastre et al. 1986) et dans I’intestin et le colon de rat avec du
dibutyryl AMPc qui mime I’augmentation de second messager du VIP (Tutton et al.
1980). Dans le cblon de rat, les protéines kinases AMPc dépendantes présentent un
gradient d’activité diminuant de la base des cryptes vers I’apex, avec une activité
maximale confinée dans la partie basale des cryptes, appelée zone proliférative
(Schwartz et al. 1988). La voie AMPc a déja été impliquée dans des régulations
négatives de la croissance de différents types cellulaires dans des tumeurs solides (Cho-
Chung 1980). Une augmentation de la concentration intracellulaire d’AMPc pourrait
donc servir de signal inhibiteur pour I’activité proliférative et ainsi réguler la taille du
compartiment de prolifération. Différentes observations supportent cette hypothése : 1)
le contenu basal d’AMPc et I’activité des PKA sont plus faibles dans la population
cellulaire présente a la base des cryptes en comparaison avec celle de la surface ii)
I’activité des phosphodiestérases, enzyme dégradant I’AMPc, est nettement plus élevée

dans les cellules de la base des cryptes (Craven et DeRubertis 1981).
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Réle dans les processus sécrétoires

Le VIP provoque la sécrétion d’eau et d’ions chlorures a la fois dans ’intestin
gréle et dans le gros intestin. Le mécanisme de sécrétion a été principalement établi
dans un modele de lignée cellulaire colique humaine T84 considérée comme

représentative des cellules des cryptes du colon (Schéma 10).
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Schéma 10 : Mise en place d’une réponse sécrétoire sur modéle cellulaire
(T34).

Les ions chlorures penétrent dans la cellule du cdté baso-latéral par le
cotransporteur MatEICT (4), la force motrice étant fournde par Uactivité de la
pompe MatE*rATPase située du cdté baso-latéral (5. Les 1ons chlorures sorfent
de la cellule du cdté apical en utidlisant un canal 4 ions chlorures (le CFTE) (1)
L’ entrée du sodium g a lien en méme temps que celle des ions chlonires parle
cotransporteur est compensée par Uaction de la pompe MNatE*ATPaze tandis
gque les ions potassiques reszortent par des canaux potassiques baso-latérans: (2,
(3. La sécrétion d'ions chlorures peut &' effectuer 4 [a suite d'une éévation de
" ANPc ou de Ca? intracellulaire (voies dominantes).

Dharrsathaphom K, Wandel KG, Iz H, McEoberts T4 1984,

La sécrétion des ions chlorures dans les cellules T84 requiert 1’activation du co-
transporteur  électroneutre  Na'/2CI/K™ dans la  membrane  basolatérale
(Dharmsathaphorn et al. 1985). L’entrée d’ions chlorures par ce transporteur est

accompagnée d’une entrée d’ions potassiques et d’ions sodiques. Les ions potassiques



sont recyclés par des canaux potassiques situés dans la membrane basolatérale (Binder
et Sandle 1994) constituant un site de régulation de la réponse sécrétoire, tandis que les
ions sodiques sont extrudés par la pompe Na'/K™~ ATPase. L’activation du transporteur
Na'/2C1/K" est fonctionnellement liée au cytosquelette : dans les T84, 1’inhibition du
remodelage des microfilaments de F-actine empéche la translocation de co-transporteurs
supplémentaires a la membrane basolatérale (Shapiro et al. 1991).

Le VIP peut provoquer également I’insertion a la membrane de canaux CFTR a partir
d’un compartiment intracellulaire et conduire a I’insertion de canaux supplémentaires
dans la membrane plasmique apicale (Bradbury 1999). Les souris transgéniques
possédant un géne CFTR inopérant présentent une réduction prononcée de la réponse
sécrétoire a différents sécrétagogues (Grubb et Gabriel 1997). Dans le colon distal de
rat, la sécrétion d’ions chlorures ainsi qu’une petite sécrétion d’ions potassiques due a
l'augmentation de I’activité du transporteur Na'/K'/2CI', s'effectuent dans les cryptes
mais aussi dans les cellules de surface par des canaux spécifiques (Kockerling et al.

1993).

IL.A 2. Acétylcholine

II.A 2.1 Structure et localisation

L’acétylcholine est un ester de la choline qui contient un groupement ammonium
quaternaire. Le carbachol, agoniste de 1’acétylcholine, présente une structure voisine, la
fonction ester étant remplacée par une fonction carbamate. L’acétylcholine est
synthétisée dans les neurones cholinergiques par trois mécanismes différents 1)
acétylation (par la choline acétyltransférase) de la choline obtenue a partir de

I’alimentation ii) recyclage neuronal iii) synthése locale (par le métabolisme du
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pyruvate). Aprés stimulation, une libération rapide d’acétylcholine est provoquée par
exocytose des vésicules de stockage. Une fois libérée par les nerfs, I’acétylcholine peut
se fixer sur les récepteurs muscariniques ou nicotiniques. Les récepteurs muscariniques
localisées sur les cellules épithéliales sont impliqués dans les mouvements d’eau et

d’¢lectrolytes et dans la sécrétion de mucus.

II.A 2.2 Action intestinale

Réle dans les processus sécrétoires

Les premicres études de la modulation cholinergique du transport intestinal
d’ions ont mis en évidence la capacité du systéme nerveux parasympathique et des
agonistes cholinergiques a moduler la sécrétion intestinale (Wright et al. 1940). Des
travaux plus récents ont montré que 1’acétylcholine et les agonistes cholinergiques
inhibent 1’absorption d’ions sodiques et chlorures et par ailleurs, stimulent la sécrétion
de ces ions et celle de ’eau, de sodium et d’ions chlorures a la fois in vivo et in vitro
dans le cblon de rat (Browning et al. 1977, Zimmerman et al. 1982). Le mécanisme de
I’inhibition de I’absorption électroneutre de NaCl dans le colon de rat est mal connu.
Dans d’autres espéces que le rat, il a ét€ montré que 1’activation de protéines kinases C
Ca®"; /calmoduline dépendantes ainsi que le CFTR inhiberait les échangeurs NHE3 et
CI/HCOs™ (Kunzelmann et Mall. 2001). La réponse sécrétoire au carbachol est associée
a une hyperpolarisation des cellules due a une augmentation de la conductance
basolatérale pour les ions potassiques observée dans les cryptes de célon de lapin et
dans la lignée T84 (Loo et Kaunitz 1989, Dharmsathaphormn et Pandol 1986). Ceci
contribue a 1’augmentation de la force motrice pour la sécrétion d’ions chlorures par des
canaux apicaux chlorures Ca™"; dépendants (CaCC) constitutivement ouverts (Barrett et

Keely, 2000, Dharmsathaphorn et Pandol 1986). Des études plus récentes concernant le
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mécanisme sécrétoire induit par le carbachol dans le colon distal de rat ont montré que
le carbachol stimule une H/K" ATPase apicale et une sortie d’ions potassiques a travers
la membrane basolatérale par des canaux potassiques de type SK4 (Warth ez al. 1999,
Heinke et al. 1998). Les deux effets d’inhibition de I’absorption et stimulation de
sécrétion ne sont opposés mais contribuent une efficacité accrue pour la mise en place

d’un flux net sécrétoire.

Action sur la prolifération cellulaire

Craven et DeRubertis ont montré i) une fraction de protéines kinases C liées a la
membrane plus importante dans la partie basse que dans la partie haute de la crypte ii)
une plus forte activité des PKC dans les cellules épithéliales coliques en prolifération en
comparaison avec les cellules non prolifératives de 1’épithélium de surface. De plus, il a
été observé une translocation a la membrane de ces PKC et une accroissement de
I’incorporation de thymidine tritiée en réponse a l’activation de ces PKC dépendantes
du Ca®"; et des phospholipides par des esters de phorbol. Les auteurs suggérent donc un
role des protéines kinases C dans le contrdle positif de la prolifération des cellules
épithéliales coliques (Craven et DeRubertis 1987). L’activation des protéines kinases C
peut également s’effectuer indirectement par 1’augmentation de la concentration de
diacylglycérol dans 1’épithélium colique de rat, indépendamment d’une activation des
récepteurs muscariniques (Craven et al. 1987). Néanmoins, un role des récepteurs
muscariniques dans la prolifération cellulaire est décrit dans diverses lignées cellulaires.
Une augmentation de la prolifération d’astrocytes (Guizzetti ef al. 1996) et de cellules
de lignées coliques humaines (Frucht et al. 1999) a été observée par activation des

récepteurs muscariniques de type M; par le carbachol.

54



55

I1.A.3. Guanyline

II.A. 3.1 Structure et localisation

La famille de la guanyline est constituée de 3 peptides endogenes, la guanyline ,
I’uroguanyline, la lymphoguanyline et d’une toxine exogéne peptidique (STa) produite
par des bactéries entériques. La guanyline et 1’uroguanyline sont principalement
produites au sein de la muqueuse intestinale notamment chez le rat (Currie et al. 1992,
Qian et al. 2000). La guanyline est un peptide de 15 acides aminés formé a partir d’un
précurseur comprenant de 100 a 116 acides aminés sans activit¢ biologique avant
clivage par des endopeptidases comme la chymotrypsine. L’expression de I’ARN
messager est observée dans tout le tractus gastro-intestinal, excepté dans 1’estomac,
avec une expression croissante dans le sens oral-aboral (Wiegand et al. 1992). Au
niveau cellulaire, une grande quantité de guanyline est présente dans une sous-
population de cellules a mucus de I’'intestin gréle et du colon de rat, associée a un

marquage des cellules épithéliales superficielles dans le colon.

II.A. 3.2 Action intestinale

L’activation des récepteurs membranaires intestinaux guanylyl cyclase de type C
(GC-C) par les peptides STa ou guanyline provoque une augmentation de la sécrétion
de fluide et d’électrolytes et pouvant potentiellement entrainer une diarrhée importante.
Dans le duodénum, la guanyline et peptide STa ont des actions stimulatrices similaires

sur la sécrétion transépithéliale d’anions chlorures et bicarbonates (Guba et al. 1996,



Chao et al. 1994). La guanyline a, par exemple, la capacité d’activer le CFTR (Chao et
al. 1994, Cuthbert et al. 1994). En plus du contrdle de la sécrétion intestinale de fluide
et d’électrolytes, la guanyline est impliquée dans d’autres processus physiologiques
(Forte 1999) telle que la sécrétion de mucus en provenance des cellules @ mucus dans

les cryptes du duodénum de rat (Furuya et al. 1998).

II.A. 4. NO

11.A.4.1 Structure et localisation

L’oxyde nitrique ou NO est un radical libre produit a partir de la partie
guanidinyle de la L-arginine et de 1’oxygéne par les enzymes NO synthases (NOS)
(Palmer et al. 1988). Le NO a une demi-vie trés courte de 1’ordre de quelques secondes
et est rapidement oxydé¢ en NO, et NO;. Le NO n’est pas stocké dans les fibres
nerveuses, différant ainsi des autres neurotransmetteurs.

De nombreux types cellulaires synthétisent le NO tels que les macrophages
cytotoxiques, les neutrophiles, les mastocytes et les cellules épithéliales. Une activité
NO synthase a été détectée dans la muqueuse colique, les couches musculaires lisses
chez le lapin et ’homme (Bandaletova ef al. 1993, Singer Il ef al. 1996). Le NO libéré
par les macrophages, les mastocytes situés dans la lamina propria, le SNE, les muscles
lisses ou 1’endothelium pourrait donc avoir un role important de médiateur dans les

processus affectant la fonction épithéliale intestinale (Martin et al. 2001).
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11.A.4.2 Action intestinale

Le NO présente une grande variété d’effets physiologiques. Il a été notamment
identifi¢ comme étant un neurotransmetteur capable d’induire la relaxation des muscles
lisses dans différentes parties du tractus gastro-intestinal. Le NO a également un rdle
vasodilatateur dans la vasculature mésentérique chez le rat (Warner et al. 1989) et est
également impliqué dans la neurotransmission.

L’addition d’un donneur de NO, (sodium nitroprusside, SNP) provoque une
augmentation de la sécrétion d’ions chlorures dans le c6lon isolé de rat (Tamai et
Gaginella 1993). L’addition de SNP conduit également a 1’inhibition de 1’absorption
¢lectroneutre i) des ions sodiques par I’intermédiaire des nerfs entériques et par les
prostanoides produits dans le subépithélium ii) des ions chlorures par un effet direct du
SNP sur I’épithélium colique (Wilson et al. 1993).

En plus de son implication dans le transport d’ions, le NO peut exercer une
action cytotoxique et/ou pro-inflammatoire notamment si sa production par les
macrophages et neutrophiles devient excessive. L’administration d’une faible quantité
de lipopolysaccharide de E. Coli (LPS) conduit a I’augmentation de 1’expression de
I’activité de iNOS dans le colon de rat. Cette induction est associée a des changements

de perméabilité vasculaire dans le cdlon (Boughton-Smith ez al. 1993).

II.B. VOIES DE COMMUNICATIONS INTRACELLULAIRES

Les différents neurotransmetteurs, neuropeptides et les différentes hormones

activent la sécrétion d’ions chlorures par I’intermédiaire de trois principales voies de
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communication intracellulaire : la voie AMPc, la voie GMPc et la voie calcique

impliquant respectivement les seconds messagers adénosine 3°, 5’-monophosphate

cyclique (AMPc), guanosine 3°, 5’-monophosphate cyclique (GMPc), et I’augmentation

de la concentration des ions calciques intracellulaires (Schéma 11).
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Les réponses sécrétoires du colon distal a 1’activation de la voie de

communication intracellulaire calcique (carbachol) et a I’activation de la voie AMPc

(forskoline ou analogues de I’AMPc) sont plus importantes que la réponse a une

activation de la voie GMPc (SNP, guanyline). Par contre, I’activation de la voie de

communication intracellulaire GMPc par des analogues du GMPc ou par I’entérotoxine
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STa conduit a une sécrétion d’ions chlorures plus importante dans le colon proximal

(Nobles et al. 1991D).

11.B. 1. Voie AMPc

La voie de signalisation intracellulaire AMPc est un systéme a composants
multiples regroupant en un récepteur qui reconnait le signal extracellulaire d’un
agoniste (le VIP par exemple) et des protéines Ggs qui transferent le signal du récepteur
a ’adénylyl cyclase (AC), enzyme qui catalyse la formation d’AMPc a partir d’ATP.
L’AMPc formé peut provoquer la phosphorylation de protéines par 1’activation de
protéines kinases AMPc dépendantes (PKA). La sécrétion d’ions chlorures activée par
la voie AMPc met en jeu plusieurs mécanismes : i) des canaux CFTR déja insérés
peuvent ¢étre directement activés par I’AMPc i) la protéine kinase A, par
phosphorylation, conduit a I’insertion de nouveaux canaux dans la membrane plasmique
(Weber et al. 1999). L’AMPc est ensuite dégradé par les phosphodiesterases.
Actuellement, cette voie de signalisation apparait plus complexe encore. L’ AMPc n’agit
pas uniquement par la phosphorylation de protéines via 1’activation de la protéine
kinase A, mais également en induisant des interactions protéines-protéines
indépendantes de toute phosphorylation, comme c’est le cas pour la protéine Epac qui
active Rap 1, une GTPase « Ras-like » (De Rooij ef al. 1998, Kawasaki et al. 1998). La
complexité grandissante provient également de la grande variété des régulations de la
synthése et de la dégradation du second messager AMPc due aux multiples isoformes de

I’adénylyl cyclase (n=10) et des phosphodiestérases (n> 40).

1.B.1.1 Récepteurs VIP 1 et 2
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Les récepteurs de la famille VIP sont largement distribués a travers tout le
tractus gastro-intestinal tant dans le muscle que dans la muqueuse. Ils appartiennent a la
famille des récepteurs a 7 domaines trans-membranaires et interagissent avec les
protéines G. Néanmoins, ils partagent une faible homologie avec les autres récepteurs
de cette superfamille et semblent appartenir & une sous classe distincte (incluant le
récepteur de I’hormone parathyroidienne). Il existe deux classes de récepteurs distincts
pour le neuropeptide VIP : VIP,/PACAP R ou VPAC, et VIP,/PACAP R ou VPAC,
(revue de Gozes et al. 1999). Le récepteur VIP de type I a été cloné chez le rat (Ishihara
et al. 1992) et chez ’homme (Couvineau et al. 1994) tandis que le récepteur VIP de
type 11 a été cloné chez le rat (Lutz ef al. 1993), la souris et ’homme.

Une régulation qui limite ’action du VIP conduit a une désensibilisation des
récepteurs comme d’autres récepteurs peptidiques. Les données de la littérature sont en
faveur d’une internalisation du récepteur VIP, suivie d’un recyclage a la surface
cellulaire sous la forme active (Nau et al. 1987, Luis et al. 1986). Dans la lignée
cellulaire HT-29, la désensibilisation des récepteurs VIP est corrélée a une perte
considérable des sites de fixation au VIP par internalisation avec un maintien de 3000
sites sur les 20 000 présents sur une cellule HT-29. L’affinité des sites résiduels n’est
pas modifiée. Le recouvrement de cette désensibilisation est de 90% en moins de 60

min (Luis et al. 1986, Boissard et al. 1986).

11.B.1.2 Protéines G

A la suite de la fixation de I’hormone sur son récepteur, le récepteur change de

conformation et fonctionne comme un facteur échangeur du nucléotide guanine pour ses

protéines G (échange d’un GTP pour un GDP sur la sous-unité o) (Schéma 12).
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Schéma 12 : Rilke des protéines G dans la transmission du signal
intracellulaire.

Un réceptewr (1) est activé par la Haison d'un agomste spécifique (2. Le
changement de conformation du cotnplexe agoniste-recepteur, indut par cette
liaison, permnet 'gchange du GDP par du GTP et donc l'activation de la protéine-
G héterotrimérique intracellulare ainsi que sa diszoctabion (sous-umtés Goo et
GRAY (D) Ces deux sous-unités régulent l'activite de  divers effecteurs
membranaires ou cytosoliques (4). Le déclenchement de lactivité phosphatase,
iftrinségue 4 la sous-unité Go, entraine association des sous-urdtés Go et GRSy
(5) etle retour 4 I'état initial (1)

123Bio net, Biologie et Recherche

La sous unité Go-GTP, ayant une plus faible affinité pour Gg,, se dissocie et
interagit avec 1’effecteur. La sous-unité o dispose d’une activité GTPase convertissant
le GTP en GDP ce qui permet une re-association avec la sous-unité¢ Ggy . Plus d'une
vingtaine de sous-unités de la protéine Gy, sont connues (Bockaert et Pin 1998); elles
peuvent étre divisées en quatre familles (Gs, Gj, Gq et Gi2) en fonction de I’homologie
de séquence d’acides aminés (Schéma 13 A et B). De plus, au moins 4 sous-unités 3 et

7 sous-unités 7y ont été décrites (Morris et Malbon 1999). La cascade d’activation des
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récepteurs couplés aux protéines G semblait étre linéaire et n’impliquer que les

protéines G hétérotrimériques.
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Schéma 13 A : Diversite des sous-unités Go des proteines-G. Lez protémes-Go
peuvent Ere réparties en quatre classes, en fonction des homologies de séquence :
G, Do Gy o €8 Oy Lia classe G (5" pour © stimulant ladénylate cyclase) est
composee de quatre types de sous-unités G, issues d'un cpissage alternatif, et de la
protéine G . specifique de U'epithélium olfactif. La classe Gy e ("1" pour © inhibant
ladénylate cyclase) comporte les devs types de transducine Gy et Gy, trois sous-
unités Gy, trois sous-unités G, ("o" pour : other) et la sous-unité G, La classe G o
est constituée de Gq, G G, Gis Gy La classe Gy, enfin, est formee des sous
unites Gy &t G
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Schéma 13 B : Cible de la sous-unite B/ des proteines G . [l a pu 8re mis en
gwvidence que le dimeére Bfy peut Tu aussl activer ou inbuber l'activité de certains
effecteurs cotnme certaines adénylates cyclases, des canaus iomgues, ou encare la
voie ras-MAF lanases.

De nouveaux partenaires sont a présent identifiés (Bouvier et al. 2000). Une
famille de protéines régulatrices de 1’activité GTPasique des protéines G (RGS) a été
caractérisée (Burchett et al. 2000). Les adénylyl cyclases pourraient elles-mémes
remplir ce role de RGS, modulant la durée de leur propre activation par I’intermédiaire

des protéines G (Patel et al. 2001).
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11.B.1.3 Adénylyl cyclase

Structure, distribution et role

Presque chaque type cellulaire exprime différentes isoformes d’adénylyl cyclase.
Pour de nombreux événements de transduction intracellulaire, les adénylyl cyclases sont
les enzymes effectrices qui intégrent et interprétent des signaux divergents provenant
des différentes voies de signalisation (Patel e al. 2001). Les ions divalents Mg*" et Ca®"
sont nécessaires a leur activité. Le clonage moléculaire a permis 1’identification de
différentes isoformes de 1’adénylyl cyclase chez les mammiféres. A ce jour, 10
isoformes d’adénylyl cyclase ont été¢ caractérisées avec deux possibilités d’épissage
alternatif pour I’AC VIII et une isoforme cytosolique, I’AC X. Toutes ces isoformes
partagent 60% d’homologie de séquence dans la structure primaire du site catalytique et
la méme structure tri-dimensionnelle prédictive (Schéma 14). La similarité de séquence
atteint 90% dans le site catalytique. De plus, il existe une trés forte homologie entre les
adénylyl cyclases et les guanylyl cyclases: I’introduction de 3 mutations dans la
séquence d’une adénylyl cyclase solubilisée la transforme en guanylyl cyclase
(Sunahara et al. 1998). L’adénylyl cyclase, enzyme pseudo-symétrique membranaire,
présente deux domaines hydrophobes constitués de 6 passages transmembranaires et de
2 domaines cytoplasmiques C1 et C2 constituant le site catalytique soumis aux
régulations. La forskoline active directement 1’adénylyl cyclase par sa fixation sur son
domaine catalytique. (Schéma 15 A et B). La coopération entre les deux domaines
trans-membranaires hydrophobes est essentielle pour I’adressage de 1’adénylyl cyclase
a la membrane plasmique (Gu ef al. 2001). Les genes codant pour les différentes
isoformes sont distribués indépendamment les uns des autres dans tout le génome (Patel

et al 2001).
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Schema 14 : Homologie de la séquence primaire des isoformes d’adénylyl
cyclase membranaire.

Arbre phylogénétique des isoformes dadénylyl cyclase membranaire. Les
homologies de séquences ont permis la classification des différentes isofonmes dans
les 4 groupes majortaires. Le cingquigme groupe comprenant Uisoforme 2
cytosolique n’est pas représenté.

Patel ef @i, Gene 269, 13-25, 2001
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Schéma 15 : Schana de la structure de 1'adénylyl cyclase :

A Exemple de representation de Uadénylyl cyclase V1 chez le rat Les 11
sites potentiels de phosphorylation par la protéine kinase C sont représentés
par des cercles

E . Modéle calculé par ordinateur du complexe catalytique ; C1 et C2, les
sites de fization de I ATP et de la forskoline sont représentés.

Lin ef al. JF Biol Chem 277, 15721-15728, 2002

La raison physiologique de I’existence de chacune des différentes isoformes de
cyclases au niveau cellulaire, tissulaire ou de I’organisme, est mal connue. Chaque
isoforme a ses propres distributions tissulaires et ses propres propriétés de régulation
donnant la possibilit¢ aux cellules de répondre de maniére diverse a un stimulus
similaire. L’adénylyl cyclase est le composant limitant dans la stimulation de 1’activité
enzymatique. La quantité de protéine Gas est en trés large exces par rapport au nombre

restreint d’unités d’adénylyl cyclases ; I’amplification du signal entre le récepteur et les
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protéines G n’est donc pas maintenue au niveau de I’effecteur et seule une augmentation
du nombre d’unités cyclasiques permet une amplification de la réponse (Ostrom et al.
2000, Hanoune et Defer 2001, Gao et al. 1999). Toutes les isoformes d’adénylyl cyclase
sont exprimées dans les cellules du cerveau alors que le profil d’expression des
différentes isoformes est plus spécifique dans les tissus périphériques (Hanoune et Defer
2001) comme dans le coeur ou les isoformes V et VI sont prédominantes (Ishikawa et al.
1992) (Tableau 1). Aucune donnée bibliographique n’est actuellement disponible
concernant la localisation des différentes isoformes des AC dans le c6lon distal de rat, et

notamment la nature de celles impliquées dans la réponse sécrétoire.
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Isoforme de Distribution tissulaire Fonctions assocides
I'adenylyl cyclase potentielles
ACT Cerveau (neurones), glande Fythime circadien,
surrenale (medulla) plasticite synaptique,
apprentissage, memoire,
dependance aux drogues
&0 T1 Cerwvean, ruscle souelettigque, Plasticité synaptique, arrét
powmon, (oo, épithélnum de la proliferation
olfactif, utérus) cellulaire
&0 III Cetwean, épithélinm olfactif, Cifaction
cellule germinale, pancreas,
tissu adipeuz brn, testicule,
(utérus, coeur, powrmon)
AC TV Cerveau, (coar, rein, foig,
powmon, tissuadipeus brun,
utens)
L0 Coeur, cerveau, (rein, fole,
poumon, utéras, surrénale, tissu
adipens hrun, testicule)
A0 V] Cooeur, cervean, rein, fole, Prolifération cellulaire
poutnon, Uhigquitaire
&0 YII Cervean, plaguettes, muscle Deépendance a |’ ethanal
squelettique, ubiquitaire
&0 VIII Cerveau, pounon § testicule, Plasticité synaptique,
surrenale, uténis, coeu dépendance aux drogues
ACIX Cervean, muscle sguelettigque,
poumon, uhigquitaire
&0C soluble Testicule, cervean,

Tableau 1 : Distribution tissulaire des isoformes de I'adénylyl cyclase chez les

manmiféres.

Les organes ou fissus soulignes expriment ces 1zoformes a un mveau eleve, ceux
idiques entre parentheses sont 4 un fahle mwveau d'expression. «Ubigquitamres
indigque la présence de Uisoforme dans "ensemble des tissus.

Hanoune et Defer. Annn Rev Pharmacol Toxicol 411, 145-174, 2001.
Sunhara ef ql. Annu Rev Pharmaeol Toxico! 36, 461-480, 1994,
Defer ef al. Am J Physiol Renal Physisl 279, FA00-F4l4, 2000.




Régulations

La cellule intégre, différentiellement en fonction des propriétés et du niveau
d’expression de 1’isoforme de I’AC dans le tissu, les signaux extracellulaires regus par
les récepteurs couplés aux protéines G. Les isoformes de I’AC peuvent recevoir des
signaux de sources variées telles que d’autres protéines G (Ggs, Goi, Ggy), des protéines
kinases (PKA, PKC et calmoduline protéine kinase), des phosphatases (calcineurine),
du [Ca®*];, et du complexe Ca**/calmoduline. Les différentes AC peuvent étre réparties
en plusieurs groupes selon la similarité de leurs séquences ou de leurs régulations
(Tableau 2). Toutes les isoformes, exceptées I’AC X, sont globalement activées par les
protéines G et la forskoline, et inhibées par des analogues des P-sites, essentiellement
I’adénine nucléoside 3’ polyphosphate. Les AC du groupe 1, dont les AC I, III et VIII
font partie, sont principalement régulées par le [Ca*']; et la calmoduline (Hanoune et
Defer 2001). Le second groupe comprend les AC II, IV et VII. Ces cyclases sont
stimulées par la sous-unit¢ Gp, provenant des protéines G hétérotrimériques. Les
cyclases V et VI forment le troisiéme groupe et sont inhibées par Giq, le NO (McVey et
al. 1999, Hill e al. 2000) et par une élévation de [Ca>';, principalement 4 la suite d’une
entrée extérieure de Ca”* ou par un relargage des compartiments intracellulaires (Fagan
et al. 2000, Chabardes et al. 1999). Le quatriéme groupe consiste en une AC régulée par
la calcineurine (AC IX) (Paterson et al. 1995). Enfin le dernier groupe comprend I’AC
X, la seule adénylyl cyclase cytosolique. Cette cyclase a la particularité de ne pas étre
stimulée par la forskoline ou inhibée par 1’adénine nucléoside 3’ polyphosphate (Chen
et al. 2000, Buck et al. 1999).

D’autres niveaux de complexité peuvent é&tre ajoutés aux régulations
individuelles de chacune des isoformes de 1I’AC. Certains récepteurs et certaines
adénylyl cyclases ne semblent pas étre distribués aléatoirement dans la membrane

plasmique mais seraient au contraire co-localisés dans des micro-domaines ou caveolae
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de compositions lipidique et protéique particulieres. La séquestration des adénylyl
cyclases dans les caveolae pourrait i) constituer un mécanisme facilitant 1’activation de
cette enzyme par une quantité plus faible de récepteurs (Rybin ez al. 2000) ii) permettre
une multiplicité des régulations par la mobilité des récepteurs entrant ou sortant de ces
microdomaines (Lasley et al. 2000) iii) permettre une inhibition d’une isoforme d’AC
(isoforme VI) par les ions calciques par la co-localisation de canaux calciques dans cette
méme caveolae (Fagan et al. 2000). Des exemples de microdomaines sont décrits dans
les cardiomyocytes (Ostrom et al. 2000) mais aucune donnée ne concerne le cdlon distal
de rat. D’autres données de la littérature suggerent que les adénylyl cyclases ne seraient
pas le simple arrangement monomérique récepteur/protéine G/effecteur, mais
représenteraient une partie d’un complexe multimérique (Rodbell et al. 1981); les
molécules de cyclases semblent préférentiellement se dimeriser voire former une
structure d’un ordre plus élevé (Gu et al. 2002). Par contre, I’association, au sein d’une
méme molécule d’adénylyl cyclase de deux sous-unités (domaines transmembranaires)
provenant de 2 cyclases de types différents ne semble pas étre physiologiquement
possible (Gu et al. 2002). Enfin, I’interaction entre les adénylyl cyclases et des éléments
du cytosquelette pourrait également €tre une source de régulation supplémentaire : le
dimére de tubuline est capable de stimuler I’activité¢ des AC (Hatta et al. 1995). Une

altération du cytosquelette pourrait donc modifier la production d’AMPc.

11.B.1.4 Protéine kinase A

La protéine kinase A, aprés activation par une augmentation de I’AMPc
intracellulaire, a la capacité de réguler ’activation du co-transporteur basolatéral
Na'/K'/2Cl" par une phosphorylation directe pour I’entrée dans la cellule sécrétrice

d’ions chlorures (le transporteur présente des motifs de phosphorylation par la protéine
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kinase A) (D’Andrea et al. 1996). La protéine kinase A régule le canal CFTR pour la

sécrétion d’ions chlorures (Cheng et al. 1991)

11.B.2. Voie calcique : mobilisation du calcium intracellulaire

Cette voie de signalisation conduit, aprés la fixation de son ligand sur les
récepteurs muscariniques par exemple, puis activation des protéines G, a la stimulation
de la phospholipase C qui transforme le phosphatidylinositol- 4, 5-biphosphate (PIP,)
en deux messagers : I’inositol- 1, 4, 5-triphosphate (IP3) et le 1, 2-diacylglycérol (DAG)
(Abdel-Latif et al. 1986, Guillon 1988). Ces deux messagers régulent la concentration
cytoplasmique d’ions calciques et contrélent I’activité des protéines kinases C. Le DAG
diffuse dans la membrane lipidique et active la PKC en présence de phosphatidylsérine
(co-facteur de la PKC) et d’ions calciques. L’IP; agit en tant que messager
intracellulaire en mobilisant le calcium du réticulum endoplasmique. Cependant, la
mobilisation du calcium n’est pas toujours la conséquence de I’activation primaire de la
phospholipase C. Le calcium est aussi capable de réguler 1’activité de la phospholipase
C puisque dans plusieurs systemes cellulaires, c’est le calcium qui stimule le

métabolisme des phosphoinositides (Mouillac et al. 1991).

1.B.2.1 Récepteurs muscariniques

La modulation de la sécrétion intestinale est effectuée par 1’activation de
récepteurs muscariniques (Tapper et al. 1978) localisés directement sur I’épithélium
(Rimele et al. 1981). Néanmoins, il a été observé une inhibition de la réponse sécrétoire
a des agonistes muscariniques par la tétrodotoxine et les agonistes muscariniques

affectent les neurones entériques (Kuwahara et al. 1987). La contribution des récepteurs
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muscariniques présents sur les neurones entériques dans la réponse sécrétoire globale
semble étre cependant relativement plus faible que celle des récepteurs muscariniques
présents sur les entérocytes (Carey et al. 1987). 11 existe cinq récepteurs muscariniques
différents ; ils présentent une faible homologie entre eux mais sont tous constitués de
sept domaines transmembranaires (Hulme et al. 1990). En général, les récepteurs M1,
M3 et M5 sont couplés a I’hydrolyse des phosphoinositides, tandis que les récepteurs
muscariniques M2 et M4 sont liés a une inhibition cyclasique. Les récepteurs
muscariniques sont localisé€s, pour certains d’entre eux, sur les cellules & mucus dans le
colon de rat, puisqu’une activation directe par des agonistes muscariniques conduit a la
sécrétion de mucus (Bradbury ef al. 1980). Les récepteurs muscariniques de type M3
semblent principalement participer a la sécrétion d’ions chlorures ainsi que les
récepteurs de type M1, mais minoritairement, dans la muqueuse colique de rat (O’
Malley et al. 1995, Schulteiss et al. 2000). Une classe de récepteurs muscariniques,
évoluant avec 1’age, a été mise en évidence dans le muscle lisse du cbélon de rat (Zhang
1996). Néanmoins, certains auteurs se prononcent contre une activation directe de la
sécrétion d’ions chlorures par le carbachol dans le célon distal de rat. En effet, I’action
du carbachol sur les récepteurs muscariniques de I’épithélium se traduit par une
ouverture des canaux potassiques basolatéraux sensibles a I’augmentation de [Ca®'];; la
sécrétion d’ions chlorures n’intervient que si les canaux Cl apicaux sont spontanément
ouverts par une libération continue de neurotransmetteurs et de prostaglandines (Bohme

et al. 1991, Strabel et al. 1995).

11.B.2.2 Le diacétylglycérol et la protéine kinase C

Environ une dizaine d’isoformes de protéines kinases C sont actuellement

connues et sont classées en 3 groupes sur la base de leurs structures et de leurs
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régulations. Le premier groupe, contenant les PKC conventionnelles, comprend les
isoformes o, BI, PIL, et y. Ces isoformes nécessitent la présence de phosphatidylsérine
(PS), de Ca®; et de diacylglycérol (DAG) pour exercer leur activité de kinase. Le
second groupe, nécessitant le présence de PS, DAG mais pas celle de Ca’" pour
fonctionner, rassemble les « nouvelles PKC » ou PKC g, §, 1, 6 et . Enfin le troisi¢éme
groupe comprend les isoformes atypiques { et UA. Ces isoformes nécessitent, pour une
activité kinase, de la PS, mais pas de DAG ou de Ca®" (Newton 1995). Les protéines
kinases C classiques o, BII, les nouvelles PKC §, € et I’isoforme atypique { sont
exprimées dans les colonocytes de rat et de souris (Verstovsek et al. 1998).

Parmi les différents roles des PKC, on peut noter i) la protection et le maintien
de I’intégrité de la barriére intestinale en association avec ’EGF (Banan et al. 2001) ii)
une implication dans le transport épithélial d’ions : la PKC « inhibe I’expression de
I’isoforme NHE3 de I’échangeur Na'/H" dans les cellules Caco-2 (Alrefai et al. 2001) ;
I’isoforme { serait impliquée dans la sécrétion des ions chlorures dans les T-84 (Banan
et al. 2002) iii) un role dans la régulation de I’expression de génes et dans la
différenciation cellulaire, comme il a été observé dans différents types cellulaires
(lymphocytes, HL-60) (Cambier et al. 1987, Sahyoun et al. 1986). Néanmoins, de
nombreuses études in vitro montrent que les différentes isoformes de PKC peuvent
avoir des effets opposés notamment sur la croissance et la prolifération dans une méme

lignée cellulaire (Thodeti et al. 2001).

11.B.2.3 Le calcium intracellulaire et I’inositol-trisphosphate (IP3)

Le calcium intracellulaire est stocké dans le réticulum endoplasmique.

L’augmentation du calcium intracellulaire dans le cytoplasme provient de la libération
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du calcium, a partir du réticulum endoplasmique par la fixation de I'IP3 sur les
récepteurs IP3, et d’une entrée, par des canaux calciques insérés dans la membrane
plasmique, de calcium en provenance du milieu extracellulaire 20 000 fois plus
concentré en ions calciques (Clapham 1995). L’influx calcique entre par les canaux
calciques voltage dépendant de type L dans le jéjunum de rat (Peregrin et al. 1997). Ce
canal calcique est également présent dans le colon de rat, et semble étre impliqué, entre
autres fonctions, dans la sécrétion de mucine (Barcelo et al. 2001). L’influx de Ca*"
pourrait également se produire par 1’intermédiaire d’une conductance cationique non
sélective (Frings et al. 1999). 11 a été montré que cette conductance est stimulée par un
donneur de NO tel que le SNP dans une lignée cellulaire colique humaine HT-29
(Bischof et al. 1995).

Les jonctions gap présentent une faible résistance pour la propagation cellule-cellule des
impulsions électriques et de petites molécules jouant un réle de signal intercellulaire.
Les changements de Ca®" intracellulaire peuvent donc s’étendre d’une cellule vers ses
voisines par les jonctions gap. Cette propagation a été observée dans des cultures de
cellules homogenes (Sanderson ef al. 1994) et dans les hépatocytes de rat bien que la
seule présence des jonctions gap soit nécessaire mais ne semble pas suffisante a la
propagation intercellulaire de vagues calciques (Tordjmann et al. 1998). L’existence de
vagues calciques et la présence de communications cellule-cellule restent controversées
au sein des cryptes intestinales : des données de la littérature montrent que les cellules
des cryptes coliques ne sont pas couplées par des jonctions gap en conditions basales ou
en présence de sécrétagogues (Jacobi er al. 1998). Par contre, une micro-perfusion
d’acétylcholine a la base de la crypte a induit une réponse calcique dans la moitié

inférieure des cryptes (Lindqvist et al. 1998).

11.B.3. Voie GMPc
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La premicre étape de la voie de signalisation intracellulaire GMPc est
I’activation, sous la stimulation de différents peptides ou radicaux libres, des récepteurs
guanylyl cyclase conduisant a 1’augmentation intracellulaire de guanosine- 3°,5’
monophosphate cyclique ou GMPc. La guanylyl cyclase est donc a la fois un récepteur
et une enzyme guanylyl cyclase, ce qui différe de la voie AMPc ou les récepteurs sont
séparés de I’effecteur, I’adénylyl cyclase. L’augmentation de GMPc provoque
I’activation de protéines kinases GMPc dépendantes (protéine kinase G de type II,

phosphodiestérases).

11.B.3.1 Récepteurs et guanylyl cyclase

La voie de transduction intracellulaire GMPc implique les enzymes guanylyl
cyclases de forme membranaire et de forme cytosolique (servant de récepteurs pour le
NO). Les guanylyl cyclases membranaires sont des récepteurs de surface pour des
peptides endogénes tels que la guanyline. La forme soluble de la guanylyl cyclase
représente moins de 5 % des guanylyl cyclases dans 1’épithélium de I’intestin gréle (De
Jonge et al. 1975) et le colon distal de rat (Craven et DeRubertis 1981) contre 50% dans
la muqueuse colique du lapin (Nobles ef al. 1991).

Trois formes de guanylyl cyclases membranaires ont été caractérisées chez les
mammiferes : la GC-A partiellement présente dans I’intestin qui répond a la stimulation
de I’ANP (Atrial Natriuretic Peptide), la GC-B répondant au peptide natriurétique
(ANP) de type C et la GC-C présente dans tout le tractus gastro-intestinal (Qian et al.
2000) et qui répond a la stimulation de la guanyline et du peptide STa (toxine
bactérienne). En effet, une perte de la réponse sécrétoire intestinale stimulée par la

toxine STa est observée chez la souris GC-C = (Mann et al. 1997). Les guanylyl
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cyclases membranaires possédent une structure similaire entre elles, composée de deux
domaines intracellulaires trés conservés responsables de la synthése de GMPc et d’un
domaine extracellulaire non conservé servant de site de fixation aux peptides (ANP,
peptide natriurétique de type C, guanylin, STa) (Yuen. 1992). L expression de GC-C est
prédominante dans 1’épithélium colique et plus particuliérement dans les cryptes et & un
plus faible niveau d’expression dans les cellules de 1’épithélium de surface (Li et Goy
1993). Les guanylyl cyclases solubles sont composées de deux sous-unités non
identiques et nécessitent la présence de cations divalents tels que Ca”" et Mg”™" pour
fonctionner (Serfass ef al. 2001). Leur absence de liaison avec un récepteur de surface
ne permet pas leur activation directe par des ligands extracellulaires. L’enzyme est

activée par le NO et par ses produits dérivés (nitroamines).

11.B.3.2 Mécanisme d’action de la guanyline

L’enzyme clé responsable de I’activation de la voie GMPc par la guanyline est la
guanylyl cyclase de type C. Cependant son mécanisme d’action n’est pas complétement
¢lucidé : un ou plusieurs récepteurs additionnels pour les peptides guanyline et STa
provenant de E. Coli, ont ét¢ mis en évidence dans les membranes de la bordure en
brosse de Dintestin de souris GC-C '/'(Mann et al. 1997), sans que la fonction
physiologique et I’identit¢ moléculaire de ces récepteurs n’aient ¢été définies.
L’activation des guanylyl cyclases par la guanyline résulte en la production du second
messager GMPc (Currie et al. 1992). La production de GMPc a ét¢ immuno-
histologiquement localisée dans les colonocytes et les cellules a mucus, aprés

stimulation par 1’entérotoxine STa (Wilson et al. 1996).

11.B.3.3 Mécanisme d’action du NO

75



Au moins deux types de NO synthases produisent du NO : I’une est constitutive,
cytosolique, dépendante du calcium et de la calmoduline; 1’autre est inductible,
indépendante du calcium. La forme constitutive de la NO synthase est diffuse et
abondante dans la muqueuse colique de rat au niveau endothélial et dans 1’épithélium
(Wilson et al. 1995). Le NO ne produit pas son effet sur les cellules effectrices par une
action sur des récepteurs, mais en pénétrant dans la cellule et en agissant directement
sur les guanylyl cyclases cytosoliques. L’héme des guanylyl cyclases cytosoliques sert
de récepteur intracellulaire pour le NO, conduisant a I’activation de ces guanylyl
cyclases et a la production subséquente de GMPc (Waldman et al. 1987).

La part prise par le GMPc dans la réponse sécrétoire stimulée par le NO (délivré
par le SNP par exemple) reste incertaine. Il a été suggéré que le NO pouvait conduire a
la libération d’autres médiateurs dans la muqueuse colique conduisant ainsi a une
sécrétion nette. Le SNP serait capable d’augmenter la libération de prostanoides
(Wilson et al. 1993) et d’acétylcholine (Gaginella ef al. 1992). En effet, Wilson et ses
collaborateurs proposent que le SNP stimule I’activit¢é des guanylyl cyclases
cytosoliques et la libération de prostaglandine E, (PGE,) dans la partie sous-épithéliale
du colon distal de rat (zone majeure de production des prostanoides dans le colon de
rat). La prostaglandine E; en retour, agirait directement sur 1’épithélium pour stimuler
la sécrétion (Karayalcin ef al. 1990) ou indirectement sur les nerfs de la sous-muqueuse

(Diener et al. 1988).

11.B.3.4 Protéines kinases G I et 11

Deux types de protéines kinases dépendantes du GMPc ont été identifiées. Un

role important de PKG 11 a été proposé dans ’activation du CFTR, puisque la sécrétion

76



d’ions CI stimulée par le peptide STa dans différents segments intestinaux est corrélée
avec I’expression de cette protéine kinase (French et al. 1995). Les analogues sélectifs
de PKG de type I sont d’ailleurs de faibles sécrétagogues (Markert ef al. 1995). De plus
une perte de la réponse sécrétoire stimulée par le STa est observée in vivo et in vitro
dans la muqueuse intestinale lorsque le géne PKG II est rendu inopérant (Pfeifer et al.
1996). L’activation de PKG II semble donc la voie prédominante par laquelle le STa et
la guanyline activent la sécrétion intestinale (Vaandrager et al. 1997). Néanmoins, une
part de la réponse au STa est maintenue dans ’intestin des souris PKG " ce qui indique
une voie de passage alternative pour I’action du GMPc, probablement par les protéines

kinases A.

11.B. 4. Influence des voies de communications intracellulaires GMPc et

calcique sur la voie de communication AMPc

I.B. 4.1 Voie calcique et voie AMPc

Dans le modéle cellulaire T84, 1’addition simultanée de VIP et d’un activateur
de la voie calcique a conduit a 1’observation d’un phénomene de synergie : la réponse
sécrétoire d’ions chlorures obtenue est significativement plus grande que la simple
addition des réponses individuelles (Cartwright et al. 1985). La mesure de la production
d’AMPc a montré que ’activateur de la voie calcique n’augmente pas la réponse AMPc

au VIP, ce qui suggere que la voie calcique potentialise 1’action du VIP en aval de la
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production d’AMPc. Inversement, le VIP n’altére pas la concentration de Ca®"
cytosolique libre. Les auteurs postulent que 1’activation de la voie calcique provoque la
sortie basolatérale des ions potassiques, conduisant a I’hyperpolarisation de la cellule, et
donc a une augmentation de la sortie des ions chlorures. Des observations similaires ont
été décrites notamment dans le cblon distal de lapin (Greenwald et Biagi 1992).
Différentes isoformes d’adénylyl cyclases sont sensibles a des intermédiaires de la voie
de signalisation calcique tels que le Ca™; pour les adénylyl cyclases du groupe 1
(activation) et principalement les adénylyl cyclases V et VI (inhibition) (Lai et al.

1999), ce qui suggere une possible interrelation entre ces deux voies de signalisation.

11.B. 4.2 Voie GMPc et voie AMPc

Le GMPc influence la sécrétion transépithéliale d’ions chlorures et bicarbonates
en stimulant Iactivité enzymatique des protéines kinase dépendantes du GMPc de type
IT mais également, et voire préférentiellement, celle des protéines kinases AMPc
dépendantes de type II. Le GMPc agit probablement directement sur la protéine kinase
A (Forte et al. 1992, Lohmann et al. 1997).

Un autre mécanisme d’interaction entre les voies de signalisation GMPc et
AMPc est possible par la fixation du GMPc sur les sites spécifiques des
phosphodiestérases dégradant 1’AMPc, conduisant a une diminution de I’hydrolyse de
I’AMPc et donc a une activation des PKA par une augmentation de I’AMPc. Dans le
colon distal de rat, I’effet inhibiteur du GMPc sur certaines phosphodiestérases (PDE 3)
provoque une augmentation de I’AMPc. L’action du GMPc dans ce segment serait
effective par I’intermédiaire d’une augmentation de I’AMPc. Par contre, il n’y a pas

d’évidence pour une telle interaction dans le c6lon proximal (Nobles ez al. 1990, 1991).
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II.C. MODIFICATIONS DES MOUVEMENTS DE L’EAU ET DES ELECTROLYTES EN

CONDITIONS PATHOLOGIQUES.

11.C. 1. Conditions d’apparition de la diarrhée

La diarrhée est un symptéme clinique caractérisé par la présence d’une quantité
anormalement importante de fluide dans la lumiére du tractus avec une émission de
selles trop abondantes et de fréquence trop ¢élevée ou trop abondante. L apparition de
diarrhée peut avoir pour origine des modifications de mouvements de fluide observés au
niveau de DI’intestin gréle ou du colon. Les perturbations de I’intestin gréle peuvent
apparaitre sans nécessairement générer 1’apparition d’une diarrhée, ce qui suggere un
role important de la fonction de réabsorption colique (Schéma 16). En conditions
physiologiques, le flux hydrique provenant de 1’iléon est approximativement de 2 litres
par 24 heures tandis que la capacité d’absorption du c6lon se situe aux alentours de 5 a
6 litres d’eau par 24 heures, mettant en évidence la grande capacité de réserve du colon.
Le célon peut également étre responsable de 1’apparition de diarrhée (Read 1982) : une
absorption de I’intestin gréle et un flux hydrique iléal normal en association avec une
diminution de 1’absorption colique conduit a une augmentation de I’excrétion hydrique
fécale. Une plus grande perte d’eau peut également étre observée dans le cas d’un flux
net sécrétoire originaire du cdlon. Plusieurs facteurs tels que le volume, la composition
et la vitesse du flux luminal parvenant au cdlon peuvent néanmoins modifier la fonction
absorptive intrinséque de ce segment (Debongnie et Phillips 1978). La capacité
absorptive hydrique est également influencée par la capacité de différents agonistes tels
que I’aldostérone, les glucocorticoides ou la somatostatine, a induire une absorption des

ions sodiques ou chlorures (Bastl ef al. 1987, Turnamian et al. 1989).
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Pathologies de Pathologies
I"intestin eréle du cdlon
( \
2500 ml 4500 ml SO00 ml ISI‘JIJI ml 2500 ml
500 ml
lﬂﬁu ml '
2404} ml

4400 ml 1400 ml

100 ml 100 ml 1500 ml 1500 ml 3000 ml
Ih.ﬂrhu, |'.|i.i||||u |]h||||1u

A B c D E

Schema 16 : Les conditions d’apparition de la diarrhee.

En absence de pathologie (A, sur les 2500 1l de fluide provenant de
I'intestin gréle, il ¥ a une excrétion (fleche rectiligne) de 100 ml et une
reabzorption (fléche coudée vers la droite) de 2400 ml. En cas de pathologie
de U'intestin gréle, la capacité de reéserve du cilon (réabsorption de 4400 mly
peut empécher Uapparttion de diarrhee (B). 51 le flux hydrique est trop
wnportant (> 4500 l), le dépasserment de la capacité de réserve colique
conduit & Uapparition de diarrhée (C). Drans 1e cas de pathologie colique, un
defaut de réabsorption (D) ou la mise en place d'un processus sécrétoire net
(fleche coudeée wers le bas) (E) au nivean du cdlon aboutit 4 'apparition de
diatthées.

Journée scientifique dinformation sur ¢ les lésions radio-induites de 1'intestin », EDF-
Service de radioprotectior, Mowerabre 2001, n®1%, 2000.

I1.C. 2. Les différents types de diarrhées

La diarrhée est un symptome clinique apparaissant dans de nombreuses

pathologies digestives (Watson ef al. 1993). Les causes de ces pathologies diarrhéiques
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sont multiples et peuvent provenir i) d’une augmentation de la sécrétion d’eau et
d’¢électrolytes et/ou d’un défaut de réabsorption ii) d’une accumulation dans la lumiére
intestinale de solutés a fort pouvoir osmotique, non absorbés, induisant un déplacement
d’eau dans la lumiére iii) d’une altération de la muqueuse a la suite d’une inflammation
iv) d’une anomalie du transit intestinal. Ces dysfonctionnements donnent lieu a

différentes diarrhées regroupées par catégories :

11.C. 2.1 Diarrhée sécrétoire

De nombreux exemples de pathologies intestinales diarrhéiques présentent une
augmentation de la sécrétion active d’ions chlorures ou une diminution de 1’absorption
d’ions sodiques (en général due a une inhibition de 1’absorption électroneutre de NaCl)
ou une combinaison des deux. Elles sont caractérisées par des selles hydriques
relativement abondantes (supérieures a 0.5 1/jour), d’osmolarité normale, qui persistent
aprés un jetine de 48h. Les causes d’une diarrhée sécrétoire impliquent, entre autres
facteurs, les tumeurs sécrétrices d’hormones et les toxines bactériennes. Les causes les
plus communes sont les VIPOmes pancréatiques libérant du VIP (Schwartz et al. 1974)
et le syndrome carcinoide libérant de la substance P et de la 5-HT. Le point commun de
ces syndromes sécrétoires est I’activation de seconds messagers. Les patients atteints de
ces VIPOmes pancréatiques présentent un taux extrémement élevé de VIP plasmatique
(le taux chez des volontaires sains est de 28 pg/ml contre plus de 140 pg/ml chez des
patients atteints de diarrthée avec une tumeur sécrétoire) (Koch et al. 1991).
L’augmentation de VIP plasmatique conduit a la sécrétion d’ions chlorures et a

I’inhibition de I’absorption des ions sodiques par 1’activation de la voie de signalisation
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AMPc conduisant a la diarrhée. Les toxines bactériennes sont également la cause de
nombreuses diarrhées. Les plus courantes sont la toxine cholérique produite par Vibrio
cholerae, la STa (heat stable toxine) et la LT (heat-labile toxine) produite par E Coli. La
LT a une structure similaire a celle de la toxine cholérique qui active directement
I’adénylyl cyclase par stimulation de la protéine G (G;) conduisant a 1’augmentation de
I’AMPc intracellulaire et la stimulation de la sécrétion d’ions chlorures. La STa,
analogue du peptide endogéne guanyline, stimule la voie de signalisation GMPc par
fixation sur les guanylyl cyclases. Une diarrhée sécrétoire peut également étre associée
a une malabsorption des graisses (stéatorrhées), les acides gras a chaines longues étant
capables de stimuler la sécrétion colique d’ions chlorures, notamment par la production

de prostaglandines et I’élévation d’AMPc intracellulaire (Racusen et al. 1979).

11.C. 2.2 Diarrhée osmotique

Ces diarrhées sont caractérisées par des selles importantes de plus de 1 L/jour
associées a une osmolarité anormale. Par exemple, en cas de déficience des enzymes de
la bordure en brosse (lactase, sucrase-isomaltase), la quantité¢ de soluté non métabolisé
et non absorbé augmente dans la lumiére intestinale. Cette solution hyperosmotique
induit un appel d’eau dans la lumiére en provenance des capillaires a travers les
jonctions serrées (Sterchi er al. 1990). Dans le colon, un exceés de production d’acides
gras a chaines courtes (SCFA) di a la fermentation de lactose non digéré, dépassant la
capacité d’absorption du colon pour ces acides gras, constitue également un effet

osmotique et exerce un appel d’eau dans la lumiére colique (Hammer ef al. 1989).

11.C. 2.3 Diarrhée par exsudation
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Cette diarrhée est présente lors d’altérations de la muqueuse a la suite d’une
inflammation potentiellement associée a des ulcérations. Les selles observées sont
fréquentes mais peu abondantes et contiennent du pus, du sang et des glaires. Cette
inflammation locale provient de la libération locale de médiateurs pro-inflammatoires et
du recrutement des leucocytes circulants. Ces diarrhées sont observées dans le cas de la
maladie de Crohn et dans la recto-colite hémorragique ou une migration de neutrophiles
activés est observée dans l’endothélium, la lamina propria et I’épithélium. Cette
migration est associée a une libération de médiateurs de I’inflammation tels que les
prostanoides, les leucotrienes, les cytokines (II-8, TNFa, IFN ) ou encore d’especes
réactives de I’oxygéne (ROS), de neuropeptides (substance P) et de protéases (McColl
et al. 1994, Sands 2000).

L’intervention de nombreux acteurs et mécanismes permettent d’expliquer en partie les
origines de I’altération de la sécrétion intestinale. Certains médiateurs provoquent une
sécrétion d’ions chlorures ou une diminution de 1’absorption d’ions sodiques soit par un
effet direct sur I’épithélium, soit par un effet indirect via les neurones innervant
I’épithélium (Wardle et al. 1993). Les espéces réactives de 1’oxygéne générées en
grande quantité (par la xanthine oxydase, les neutrophiles, les phagocytes, les
mastocytes), diminuent drastiquement la quantité d’ATP et I’ensemble des nucléotides
adénines probablement par une utilisation accrue lors de la réparation du c6lon en cas
d’inflammation (Al-Awadi et Khan 2001). De plus, 1’énergie nécessaire a 1’absorption
d’ions sodiques et a la sécrétion d’ions chlorures provient de 1’hydrolyse de I’ATP par
la Na'/K'-ATPase. Une réduction de la quantité d’ATP diminue donc d’autant le
gradient sodique. Ces espéces réactives de 1’oxygeéne consomment les capacités
antioxydantes des cellules et participent également a la peroxydation des lipides de la
membrane plasmique (Loguercio er al. 1996). Le taux de prostaglandines et de

leucotriénes est augmenté dans la paroi du tractus et dans les féces des patients atteints
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de maladie de Crohn ou souffrant de rectocolite hémorragique (Donowitz 1985). Les
PGE; et PGIL, stimulent I’adénylyl cyclase, provoquant la sécrétion électrogénique
d’ions chlorures et d’ions potassiques et inhibant I’absorption électroneutre de NaCl
dans le colon. Les fibroblastes, situés a proximité des cryptes, pourraient jouer un role
dans la réponse sécrétoire a I’inflammation. En effet, ils pourraient exercer une
régulation paracrine par la production et la libération des produits de la cycloxygénase
(prostanoides) en réponse aux médiateurs inflammatoires, comme il a été observé dans
des co-cultures de T84 et de fibroblastes (Berschneider ef al. 1992). La concentration de
VIP dans les couches muqueuse et sous-muqueuse ainsi que dans les couches
musculaires est fortement diminuée chez les patients atteints de la maladie de Crohn et

de rectocolite hémorragique (Koch et al. 1987).

I1.C. 2.4 Diarrhée motrice

Les diarrhées motrices sont caractérisées par des émissions de selles de volumes
normaux mais de fréquence ¢élevée. Une forte réduction, voire une suppression totale de
la diarrhée, peut étre obtenue par le jeline. Deux types d’anomalies de la motricité
intestinale induisent ces symptomes cliniques : 1) de fréquence rare, un ralentissement
du transit intestinal qui permet une colonisation bactérienne chronique de I’intestin gréle
a ’origine d’une malabsorption ii) une accélération du transit intervenant dans 1’intestin
gréle ou le colon qui provoque un ralentissement du temps de contact entre le chyme ou
les feces, entrainant une malabsorption des éléments dont I’absorption est lente, comme
I’eau, les électrolytes et les acides organiques. Une absence de malabsorption des sucres
dont I’absorption est rapide et une faible malabsorption des lipides sont observées

(Baglin et al. 1969).
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III. RAYONNEMENTS IONISANTS ET ALTERATIONS RADIO-INDUITES

L’existence d’un dommage intestinal dii a I’irradiation a ét¢ mentionnée pour la
premiére fois dans un journal clinique en 1897, peu de temps aprés la découverte des
rayons X (Walsh et al. 1897). A ce jour, en dehors des accidents survenus dans des
installations nucléaires civiles ou militaires, environ 300 accidents dus a des sources de
rayonnements ont été répertoriés dans le monde depuis la fin des années cinquante
(Nénot et al. 1998). La compréhension des effets biologiques des interactions de la
matic¢re vivante et de ses composants avec les rayonnements ionisants au cours d’une
surexposition accidentelle est particulierement nécessaire. Cet objectif prend vie au

travers d’une discipline relativement récente qu’est la Radiobiologie.

ITII.A. LES RAYONNEMENTS IONISANTS

Les phénomeénes initiaux déclenchés par le passage du rayonnement sont les

ionisations et excitations des atomes et molécules du milieu biologique, le long des
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trajectoires des particules ionisantes. Ces perturbations physiques entrainent des

perturbations physico-chimiques pour finalement produire des effets biologiques.

III.A. 1. Nature des rayonnements

Un rayonnement est une émission d’énergie sous la forme d’ondes ou de
particules. Si le rayonnement fournit suffisamment d’énergie, il peut arracher les
¢électrons d’une structure et donc provoquer son ionisation. Ces rayonnements ionisants
peuvent étre produits par la décroissance d’éléments radioactifs : une des principales
sources d’émission utilisées dans les irradiateurs émetteurs de rayons gamma est le
cobalt-60 (période de 5,271 ans). Celui—ci se désintégre par 1’émission successive de
deux photons d’énergie respective de 1.17 Mev et 1.33 Mev. Les rayonnements
ionisants peuvent étre produits par des moyens artificiels : par exemple, des rayons X
sont obtenus quand un faisceau d’électrons de haute énergie frappe une cible. Les
rayonnements ionisants sont séparables en deux classes selon le type d’interaction avec
la matiére : les rayonnements électromagnétiques et les rayonnements particulaires qui
représentent 1’essentiel des rayons cosmiques. Les rayonnements sont directement
ionisants lorsqu’ils sont constitués de particules chargées telles que les électrons, les
protons, les ions lourds, tandis que les rayonnements constitués de corpuscules non
chargés comme les photons, les neutrons sont indirectement ionisants : les photons
produisent des électrons secondaires et les neutrons produisent des protons secondaires

qui provoquent les ionisations.

I1.A.2. Les grandeurs définies en radiobiologie

La dose absorbee et le debit de dose
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La dose absorbée exprime la quantit¢ d’énergie moyenne déposée en un point
par le rayonnement traversant un milieu (Tubiana et al. 1986). L’énergie cédée est celle
mise en jeu lors des ionisations, excitations et transferts thermiques produits dans le
milieu considéré. L’unité de dose est le Gray (Gy) qui correspond a une énergie déposée
de 1 joule par kilogramme de mati¢re (1 Gy =1 J/kg). Le débit de dose correspond a

I’énergie déposée par unité de masse et de temps. Il est exprimé en gray par seconde

(Gy/s).

Le transfert linéique d’énergie

Le transfert linéique d’énergie ou TLE représente les dépots d’énergie réalisés a
I’échelle microscopique le long de la trajectoire de la particule. Elle s’exprime en
keV/um. Le TLE peut étre assimilé au pouvoir de ralentissement. Plus le TLE est éleveé,
plus le nombre d’ionisations est grand et plus 1’effet biologique est important. Dans le
cas d’un rayonnement de fort TLE (particules o), les molécules sont endommagées par
excitation ou ionisation directe tandis que 2/3 des effets biologiques pour les
rayonnements a faibles TLE (rayonnements électromagnétiques) sont dus a des effets

indirects via les radicaux libres par exemple.

L’efficacité biologique relative (EBR)

L’effet biologique dépend de la nature et de I’énergie des particules ionisantes
ainsi que du TLE du rayonnement considéré. A dose absorbée égale, les neutrons sont
plus dommageables que les rayonnements X ou gamma. Un facteur de pondération est
ajouté au TLE qui permet de comparer 1’efficacité biologique d’un rayonnement étudié

avec celle d’un rayonnement de référence, comme par exemple celui du cobalt-60.
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Equivalent de dose

Afin de traduire les différences d’efficacité biologique dans les tissus selon la
nature du rayonnement, un facteur de qualité est introduit et relie la dose absorbée a
I’équivalent de dose. Le facteur de qualit¢ a été estimé a partir d’expériences
radiologiques se basant sur ’EBR. L’ unité d’équivalent de dose est le Sievert (Sv). Pour

les rayonnement béta (), gamma (), et X, le facteur de qualité est de 1 ; il est de 20

pour les rayonnements o et de 5 a 20 pour les rayonnements neutroniques.

III.B. DOMMAGES RADIO-INDUITS AU NIVEAU CELLULAIRE

On constate une disproportion entre la quantité d’énergie déposée au cours des
événements d’ionisation et d’excitation et les effets biologiques obtenus. Par exemple,
une dose 10 Gy correspond & une absorption d’énergie de 107 J/g de tissu soit 4 une
estimation de 2.10° ionisations par cellule qui contient environ 10® grosses molécules et
10" molécules d’eau (Tubiana ef al. 1986). La proportion de molécules intracellulaires
subissant une ionisation est donc trés faible mais capable de provoquer les Iésions

importantes.

111.B. 1. Mode d’action de P’irradiation

11.B. 1.1 Dépot d’énergie

L’ionisation et I’excitation représentent pour une molécule un accroissement

considérable de son énergie interne, ce qui compromet sa stabilité. Les excédents
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d’énergie sont diminués par une émission de photons (fluorescence) ou par la rupture
d’une liaison de covalence au sein de la molécule (migration intramoléculaire) ou d’une

molécule voisine (migration intermoléculaire).

11.B. 1.2 Radiolyse de I’eau

Les effets biologiques résultent pour une large part de I’action des rayonnements
sur I’eau qui représente environ 80 % du poids des organismes vivants (Chapman et al.
1981). Le phénomene initial est 1’ionisation de la molécule d’eau qui aboutit a la
formation d’ions radicaux extrémement instables, de durée de vie trés bréve (107 sec),
donnant naissance a des radicaux neutres hautement réactifs (durée de vie de 10™ sec)
(Schéma 17). Ces radicaux libres ont une répartition trés hétérogéne autour de la

trajectoire de la particule ionisante. Les électrons arrachés vont également, en

poursuivant leur parcours, dissocier d’autres molécules d’eau en radicaux H et HO.

L’excitation des molécules d’eau contribue également a la formation de ces mémes
especes. Les radicaux formés peuvent diffuser et se recombiner entre eux pour former
soit H,O avec une probabilité rare, soit H,O, et H,. La probabilité de formation de ces
dernieres especes dépend de la distribution spatiale des radicaux d’origine et donc du
TLE. Cette probabilité est plus élevée au sein de grappes d’ionisations observées lors de
TLE élevé ou les événements d’ionisation sont importants. Les effets indirects finaux
résultent de I’interaction des radicaux avec les molécules de soluté entrainant leurs
modifications chimiques. Une schématisation des effets d’une irradiation X avec une

échelle de temps est présentée sur le schéma 18 (Tubiana et al. 1986).
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Schema 17 : Représentation schématique des étapes de la radiolyse de
I'ean

Un électron miz en mouvement 4 la suite de Mabsorption d'un photon interagit
avec une molécule d'eau. L'ionization initiale produite par le rayonnerment
dans la molécule deay conduit 4 1 formation d'un ion radical H,0™ et d'un
glectron. H,O™ donne naissance 4 un radical nevire trés réactif (HOT. L7
glectron arraché est piggé par une molécule d'eau et constitue un électron
solvate. Certaines molecules d'eau avtour des electrons solvates se dissocient
en radicaus H" et HO', lesquels 4 leur tour provoquent une lésion au niveau de
la molécule binlogigque.

Tubiana IV, Dnatrere J, Wardersie & . Effets des rayonnernents sur les molécules A°ADH et
les chromosomes. Dans Radiobinlogie, Herrmann, Pans, 33-71, 1936,
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Schéma 18 : Cinétigue des dommages radio-induits.

Les effets biologigues sont la conségquence dune série de réactions physiques
puis chirmigues déclenchées par les ionisations qui conduizent 3 endomtmager
les grosses molécules  telles que UADN. Outre les effets ditects swr les
tnolécules, les  rayonnemments peuvent awoir des  effets  mdirects  par
Uintermmédiaire des radicas libres produits par la radiolyze deleau. 51 la duree
de Uahsorption d'un photon par un atome est de Uordre de 100 g, la durée de
wie des radicauz libres est de 109 5. Les différentes éapes entre la ruphure des
liaizons chitmiques et 1"expression biologique de leurs effets, peuvent 2" étendre
sur deg jours (mort cellulaire), des moiz, des années (cancérogenese) ou sur des
générations lorsqu’il s7agit de dommages heéréditaires.

Draprés Tubdana I, Dutreix J, Wambersie & Effets des ravonnements sur les molécules
d"ADH et les chromosomes. Dans Fadichiologie, Herrmann, Paris, 33-71, 1954,

Certains composés modifient la radiosensibilit¢ des systémes biologiques.
L’oxygeéne est un puissant sensibilisateur lorsqu’il est présent au moment de
I’irradiation (Goodhead er al. 1994). Par exemple, pour des rayonnements de TLE
faible, il est nécessaire, en anoxie, de multiplier la dose par un facteur 3 pour obtenir le
méme effet biologique qu’en présence d’oxygeéne. Ce dernier contribuerait a fixer des
lésions radio-induites réparables en anoxie. A 1’inverse, les radioprotecteurs présents

lors de I’irradiation, comme par exemple les groupements thiols (gluthation), diminuent



les effets de cette irradiation. D’autres substances anti-oxydantes présentes
naturellement dans les cellules telles que les vitamines C et E ou des défenses de type
enzymatique (superoxyde dismutase, catalase, gluthation peroxidase), ont des effets

bénéfiques en neutralisant les radicaux libres.

I11.B. 2. Les cibles cellulaires

Les dommages a I’ADN et les problémes de sa réparation ont été considérés
comme les facteurs principaux responsables des altérations cellulaires par I’irradiation
(Hiakis et al. 1991, Obe et al. 1992). Cependant une irradiation peut entrainer également
différents types de lésions des principales molécules biologiques, les lipides et les

protéines.

111.B. 2.1 Les membranes lipidiques

Dés les doses faibles d’irradiation, des dommages radio-induits au niveau des
lipides, composant principaux des membranes plasmiques, ont été observés. Ils sont
essentiellement dus a des processus de lipoperoxydation (Berroud et al. 1996) par une
atteinte initiale des doubles liaisons des acides gras insaturés (Schéma 19). La
peroxydation des lipides conduit & la modification a la fois de la composition lipidique

mais également de la microviscosité membranaires (Dobretsov et al. 1977).
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Schema 19 : Processus de lipoperoxydation.

(F.OS : ezpéces radicalaires oxygénces).

L'initiation de ce phénomeéne s effectue au nivean de la structure allylique
des acides gras insaturés par un radical ROS | Les différentes ctapes sont
larrachement radicalaite d’un hydrogéne doublement allylique de la
molécule de lipide (RH), suiwi d'un réamangement du radical pentadiényle,
d’une oxygenation et de [a réaction du radical hydroperoxyde formé avec
une autre molécule RH, lbérant le radical B et permettant une propagation
en chaine Le processus de lipoperozydation est une réaction chirnigque qui
gse traduit par la  saturation des acides gras  polyinsaturés.  Les
hydroperoxydes formes peuvent subir des coupures qui conduizent 2 1a
formnation d’aldéhydes, d'hydroxyaldehydes woire méme de dialdéhydes.

II. Benderitter et P. Voisin, Dosimétrie binlogicque & la SHRAM, 30 septermbre 1999,
EDF-gervice de Radioprotection décerbre 1999, n°15.

Ces perturbations au niveau du micro-environnement peuvent contribuer a
altérer la fonctionnalité des protéines membranaires telles que les enzymes des voies de
signalisation (adénylyl cyclase par exemple) avec les protéines G ou avec leurs
récepteurs enchissés dans la membrane (Keelan ef al. 1986, Sobolev et al. 1983).
D’autres mécanismes radio-induits conduisent a la modification de 1’environnement

lipidique : la fragmentation des phospholipides par une altération radicalaire de leurs
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tétes hydrophiles (Edimecheva et al. 1997), par I’hydrolyse des tétes

phospholipides,

(Schéma 20).

des pontages lipide-lipide et protéine-lipide (Leiko et al.
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Schema 20 : altérations siructurales des membranes apres irradiation.
Les modifications de la membrane observées aprés irradiation sont la
résultante  de  différentes altérations structurales  rupture de chaines
protéiques, pontage proténefprotéine, coréation de ponts diswlfures et
pontage lipides protéines. Le résultat est "oxydation des acides amines, les
pottages lipidefdipide et la lipoperosrdation.

L. Vincent-Genod et I Benderitter, Dosirnétrie biologigue 4 la SARATV, 30 septerabre
1099, EDF-zervice de Radioprotection décerabre 1999, 115,

des

1986)

94



11.B. 2.2 Les protéines

La sensibilit¢ d’une protéine a I’irradiation n’est pas déterminée par sa
composition en acides aminés. Les espéces radicalaires provenant de la radiolyse de
I’eau altérent les liaisons peptidiques ou les acides aminés eux-mémes conduisant a la
formation de composés carbonylés (aldéhydes ou cétones) ou d’hydroperoxydes s’il y a
oxydation (Simpson et al. 1992). Les formes peroxydées sont capables de propager les
dommages oxydatifs par des réactions en chaine (Dean et al. 1993). De telles altérations
protéiques ne sont cependant obtenues que pour des doses d’irradiation tres fortes. Par
exemple, une diminution de I’activité de I’adénylyl cyclase a été observée chez E.Coli
pour des doses tres élevées de I’ordre de 300 Gy, dose dépassant de loin la capacité de
survie de I’organisme (Chatterjee et Bhattacharya 1988). De méme, des modifications
de P’activité enzymatique de 1’adénylyl cyclase ont été obtenues aprés irradiation de 650

Gy (Sobolev et al. 1983).

11.B. 2.3 L’ADN

Les effets des rayonnements ionisants au niveau de I’ADN pourraient provoquer
des changements dans la séquence des nucléotides, ou des altérations de structure des
bases et des sucres qui composent la double hélice. Les atteintes des molécules d’ADN
jouent donc un role primordial dans les effets radiologiques qui peuvent conduire a la
mort cellulaire, & une incapacité de reproduction ou encore a des mutations. Une
irradiation peut entrainer différents types de lésions des molécules d’ADN : les plus
fréquentes sont les ruptures de chaines simples ou doubles produites en grande quantité
par les radicaux libres. Par exemple, une dose de rayons X de 1 a 1.5 Gy provoque

environ 1000 ruptures simples brins et 50 a 100 ruptures doubles par cellule. D’autres
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lésions sont possibles comme des pontages intra- ou inter-chaines, entre ’ADN et des
protéines (Tubiana et al. 1986, George et al. 1987).

Les systémes de réparation de I’ADN peuvent étre inductibles ou constitutifs,
controlant en permanence 1’intégrité¢ des brins d’ADN. De plus, les mécanismes de
réparations peuvent étre fideles, c’est le cas de I’excision-resynthése, de la
transalkylation ou de la photorestauration, ou bien erronés conduisant a 1’augmentation
de la fréquence de mutations. La probabilité d’induire des cassures simple ou double-
brin dépend de la nature du rayonnement : I’induction de cassures double-brin est plus
importante apres une irradiation neutronique que par rayons X. Dans le cas de 1ésions
simple-brin, la réparation est trés souvent fidele. Dans le cas des 1ésions double-brin ou
lorsque le dommage est important (cas des neutrons de fission), la réparation peut ne
pas étre compléte et étre a I’origine de l1ésions définitives.

Les aberrations structurales des chromosomes, en fonction de la situation des
cellules dans le cycle mitotique au moment de I’irradiation, sont divisées en 2
catégories : 1) les aberrations chromosomiques résultant d’une irradiation avant I’entrée
de la cellule dans la phase S ; les deux chromatides filles seront atteintes si les processus
de réparation n’ont pas éliminé la lésion avant la réplication ii) les aberrations
chromatidiques résultant d’une irradiation aprés la phase S (en G;) ou une seule
chromatide présente une anomalie. Une irradiation pendant la phase S conduit a un

mélange des deux types d’aberration.

11L.B. 3. Conséquences de ’irradiation sur le devenir cellulaire

11.B.3.1 Le cycle cellulaire

Apres irradiation, le processus de division cellulaire s’arréte et intervient la

réparation des structures lésées, en particulier celle de ’ADN. L’importance et les
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conséquences de cet arrét dépendent d’un certain nombre de facteurs parmi lesquels la
dose et la qualité du rayonnement. Le retard induit dans le cycle cellulaire est également
en relation avec la phase dans laquelle les cellules se situent au moment de I’irradiation

(Schéma 21).
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G1/5 : point de restriction

Schéma 71 : Rayormements ionisants et cycle cellulaire.

Les phases les plus radio-sensibles du cycle cellulaire sont la mitose et la
phase G2 ; les phases les plus radio-résistantes correspondent 4 la fin de la
phase 3 e la phase Gl Point de resiriction du cycle cellulawre
conditionnant 1e délai mitotique : les cellules sarrétent préferentiell ement
en phase aux point de restriction G1/5 ou GA/ML Le déla mitolique est
plus court en G135 qu’en G

L. Benderitter et P. Vaoisin, Dosireétrie biclogique 4 Ja SARARN, 30 septermbre 1999,
EDF-service de Radioprotection décerbre 1999, n*135.

Ce délai mitotique, d’environ lh par Gy, peut atteindre une dizaine d’heures

(Frindel et al. 1971, Whitemore et al. 1967). Un arrét dans le cycle cellulaire en G, peut
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étre accompagné par un phénotype de radiorésistance (McKenna et al. 1991). Un des
facteurs responsables de la radiosensibilité dans le cycle cellulaire pourrait étre une
variation de la concentration d’AMPc (Prasad et al. 1972). La concentration d’AMPc,
présentée potentiellement comme radioprotecteur, ¢élevée pendant la phase S, varie
pendant les autres phases du cycle cellulaire (Prasad et al. 1972). De plus, la réversion
du retard mitotique pourrait impliquer une ¢élevation de I’AMPc alors que le GMPc est
associé¢ a la prolongation de ce retard mitotique (Daniel et Oleinick 1984). Suite a
I’irradiation, le nombre de mitoses, aprés avoir diminu¢, augmente, dépassant le niveau
normal : une partie des cellules précédentes bloquées en G2 accomplissent leur mitose
tandis que les cellules non viables meurent. A la suite d’une dose d’irradiation délivrée
en mode fractionné, il a été observé a la fois une augmentation du nombre de cellules et
du nombre de figures de mitoses (jusqu'a 230 %) au sein des cryptes de souris avec un

raccourcissement du cycle cellulaire (Maisin et al. 1977).

M1.B. 3.2 La mort cellulaire

La mort cellulaire radio-induite revét plusieurs aspects. Les cellules, bien
qu’occupant leur place d’origine au sein du tissu, peuvent étre en mort différée avec la
perte irréversible de leur capacité de division et de prolifération. Bien que capables de
se diviser un petit nombre de fois encore, ces cellules ont perdu leur capacité
clonogénique et la descendance engendrée est condamnée a disparaitre (Schéma 22). 11
est possible d’observer une accélération des processus de différenciation chez des
cellules venant de perdre cette capacité clonogénique (Schwenke ef al. 1995). La mort
cellulaire peut étre également immédiate avec cessation de toutes fonctions cellulaires
suivie d’une cytolyse aprés une irradiation a dose trés élevée. Le processus de mort

cellulaire peut étre apoptotique ou nécrotique. Ces processus de mort cellulaire ne sont
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pas uniquement destructeurs mais permettent le retrait des cellules endommagées

(Potten et al. 1992).

Schéma 22 : Effet d’un rayonnement ionisamt sur le délai mitotique.

A gauche, en absence d'irradiation, la cellule (EMTE) se divise pour donner
naissance 4 un clone (longuenr du cycle d emviron 10 heures) ; & droite, aprés
irradiation, les cellules meurent ; dans certains cas, on obzerve une lyse cellulaire
des la premiére mitose ) dans d'autres cas les cellules filles peuvent encore se
diviser plusieurs fois avant de se lyser.

L. Benderitter et P. Voisin, Dosiwétrie biologigue 4 la SABRAN, 30 septernbre 1999, EDE-
service de Badioprotection décerabre 1999, 115
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Schéma 23 : Représentation schématique des deux principaux types de mort

cellulaire

. Benderitter, bl. Donnadien-Claraz et P. Woisin, Dosimétrie biologigque 4 la SARAN, 30
septernbre 1999, EDF-service de Radioprotection décerabre 1999, n*l5.

Les cellules en nécrose présentent un gonflement soit des mitochondries seules,
soit de la cellule enti¢re. La rupture de la membrane plasmique et la libération des
constituants cellulaires dans les dernieres étapes induisent une réaction inflammatoire

du tissu a la différence de ce qui est observé pour ’apoptose (Darzynkiewicz et al.
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1997). A I’inverse, le processus apoptotique est caractérisé par le maintien de I’intégrité
membranaire tout au long des différentes étapes allant de la déshydratation de la cellule
a la formation des corps apoptotiques en passant par la condensation de la chromatine
(Schéma 23) (Mignotte et al. 1998). Ces corps apoptotiques sont phagocytés par les
macrophages ou les cellules voisines sans déclencher de réaction inflammatoire.
L’enclenchement de ce processus apoptotique dont 1’origine reste controversée pourrait
intervenir a la suite de lésions de I’ADN (Eguchi-Kasai et al. 1991) ou de la membrane
(Lizard et al. 1995). Dans le phénoméne de mort cellulaire, les cellules participent
activement a leur propre destruction, en réponse a un signal donné interne ou externe a
la cellule. Parmi ces signaux (génes de la famille Bcl-2, proto-oncogénes (c-myc, c-fos,
c-ras, c-jun), cyclines, Fas, TNF), le géne nucléaire P53 pourrait étre impliqué par son
role d’activateur transcriptionnel dont les cibles sont les génes qui régulent la stabilité
génomique, la réponse cellulaire face aux 1ésions de I’ADN et I’évolution du cycle
cellulaire. Par exemple, aprés une irradiation de 8 Gy, une corrélation dans le temps et
dans I’espace entre 1I’apoptose et I’expression du géne P53 est observée dans les cryptes
de I’intestin gréle de souris P53 (+/4). Les corps apoptotiques ne sont pas observés chez
les souris P53(-/-) ce qui suggere un lien entre I’apoptose et I’expression du géne P53
(Merritt et al. 1994).

Ces processus de mort cellulaire sont particulierement bien illustrés, aprés
irradiation, dans I’intestin de souris et de rat ou la présence de cellules apoptotiques et
nécrotiques a été observée. Six a douze heures aprés introduction de thymidine tritiée,
deux cellules apoptotiques par crypte d’iléon de souris sont observées. Apres irradiation
corps entier a la dose de 0.5 a 1 Gy, 5 a 7 cellules apoptotiques sont présentes dans la
partie basse des cryptes, 3 a 6 heures apres exposition (Chwalinski et al. 1989). A de
plus fortes doses, par exemple 8 Gy, le nombre de cellules apoptotiques par crypte n’est

pas différent de celui observé a la dose de 1 Gy (Potten et Grant 1998). Ce phénoméne
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de plateau n’est pas observé dans I’intestin gréle de rat ni dans le colon de souris ou la
proportion de cellules apoptotiques augmente avec la dose d’irradiation jusqu’a plus de

10 Gy (Potten et Grant 1998).

111.B.3.3 La radiosensibilité cellulaire

Un effet biologique n’apparait souvent qu’aprés la mort d’une proportion
suffisante de cellules au sein du tissu a partir duquel un effet est décelable. Dans un
tissu ou les cellules n’entrent que rarement en division, les 1€sions cellulaires restent
longtemps latentes. Par contre, la destruction par I’irradiation des cellules souches qui
se divisent rapidement un grand nombre de fois ainsi que celle de leur descendance (par
mort différée) entraine une forte déplétion cellulaire qui est peu observée dans le cas de
cellules partiellement différenciées destinées a ne se diviser qu’un petit nombre de fois.
Les cellules en voie de différenciation, comme les cellules du tissu musculaire ou
conjonctif, apparaissent donc beaucoup plus radiorésistantes que les cellules souches du
systeme hématopoiétique, du systéme gastro-intestinal, des gonades ou des cellules
germinales du cristallin (Bergonié ef al. 1906, Sinclair 1968). Au sein du tractus gastro-
intestinal, une hiérarchisation des cellules souches en relation avec les dommages
cellulaires induits par des doses croissantes d’irradiation peut étre déduite de certaines
données de la littérature (Booth et Potten 2000). Si les premiéres cellules souches sont
détruites par de faibles doses d’irradiation (1Gy), un deuxiéme groupe, un peu plus
radio-résistant, puis un troisiéme groupe de cellules souches plus radio-résistantes
encore permettent un maintien de la crypte en assurant un renouvellement continu.

Les cellules irradiées, restées viables, se multiplient moins rapidement que des cellules
non irradiées. De plus, la proportion de cellules a division lente et I’altération de la

capacité¢ de division augmentent avec la dose d’irradiation (Joshi et al. 1982). Dans
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presque toutes les cellules, une irradiation provoque un arrét de la progression dans le
cycle cellulaire mitotique (cf cycle cellulaire). Ce retard mitotique, observé avant la
poussée proliférative, contribue a un ralentissement global de la prolifération donc de la
régénération d’un tissu. C’est un phénomeéne particuliérement important pour le

renouvellement constant de I’épithélium du tractus gastro-intestinal.

I11.B. 4. Conséquences de I’irradiation sur I’environnement cellulaire

L’irradiation peut provoquer des atteintes tissulaires par la modification de
facteurs environnementaux. Elle peut engendrer la mort de certains types cellulaires tels
que les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins conduisant a des troubles de la
vascularisation et induire une réponse inflammatoire. L’irradiation peut également
provoquer des dégéats collatéraux par « effets de proximité cellulaire » sur des cellules

non irradiées voisines des cellules traversées par des rayonnements ionisants.

I11.B. 4.1 Perméabilité vasculaire et ischémie

La perméabilité des petits vaisseaux sanguins et de la couche endothéliale
bordant les gros vaisseaux sanguins est augmentée apres irradiation (Baker et al. 1989).
Cette augmentation de perméabilité vasculaire est effective dans I’intestin gréle pour
des doses supérieures a 2.5 Gy (Hornsey et al. 1969). Cette perméabilité permet la
trans-sudation des composants plasmiques conduisant a un cedéme qui comprime les
capillaires et les vaisseaux lymphatiques. De plus, pour des doses supérieures a 2 Gy,
une perte des capillaires et des vaisseaux de diamétre plus large est observée. Il en
résulte une disponibilité réduite d’oxygéne et de métabolites et par conséquent une

altération de I’environnement extracellulaire (Dimitrievich et al. 1984). Un travail
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récent effectué¢ chez la souris a montré que I’apoptose des cellules endothéliales de la
microvasculature de la muqueuse intestinale était la Iésion primaire induite par
I’irradiation, les dysfonctionnements des cellules souches n’étant qu’une conséquence
de la lésion vasculaire (Paris et al. 2001). Une augmentation de la perméabilité
microvasculaire a également été observée dans les premicres heures aprés une
irradiation abdominale de 10 Gy, 4 a 8 heures aprés exposition (Buell et al. 1989).
Néanmoins, cette hypothése reste controversée, notamment a cause de 1’observation du
phénomeéne d’hyperprolifération dans les cryptes, incompatible avec des dommages

séveres de la vascularisation (Suit et al. 2001).

111.B.4.2 Inflammation

De récentes études, notamment en microscopie intra-vitale ont montré la
présence d’une réponse inflammatoire précoce apparaissant dans les toutes premicres
heures apres irradiation et caractérisée par une infiltration leucocytaire dans les organes
irradiés (Panés et al. 1995). Des observations similaires ont été¢ effectuées dans
I’estomac, I’intestin gréle et le colon de rat dans les 24 heures suivant une irradiation
abdominale de 10 Gy, mettant en évidence une infiltration de neutrophiles,
principalement dans la muqueuse intestinale et colique, en association avec la présence
d’cedéme dans la lamina propria (Buell er al. 1989). En effet, il a été montré qu’une
irradiation gamma (5 Gy) de cultures de cellules endothéliales vasculaires conduit a la
génération de chémo-attractants pour les neutrophiles et a une augmentation de leur
adhérence dans les 24 heures (Dunn et al. 1986). Deux hypothéses ont été avancées
pour expliquer cette infiltration de neutrophiles dans la muqueuse aprés irradiation : 1)
une augmentation de la perméabilité épithéliale intestinale aux bactéries (Guzman-Stein

et al. 1988) ii) une altération radio-induite du métabolisme des prostanoides. Cette
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infiltration de cellules immunitaires n’a pas été observée chez la souris dans le cas
d’une irradiation de 10 Gy en corps entier (Freeman et al. 2000), probablement a cause
d’une atteinte radio-induite du systéme hématopoiétique de la moelle osseuse
accompagnée d’une déplétion des globules blancs circulants (Carsten et al. 1984,
Freeman et al. 2001) et d’une absence de recrutement de neutrophiles intacts dans une
zone irradiée particuliere. Une augmentation de la synthése de PGE, a également été
observée dans toutes les régions de 1’intestin, aussi bien pour une irradiation abdominale
que totale chez le furet (Freeman et al. 2001). Il a également ét¢é montré qu’apres
irradiation, la quantité de NO s’¢léve dans ’intestin de souris par un mécanisme
dépendant de D’arginine (Voevodskaya et al. 1992). L’expression de la iNOS est
augmentée, dés deux heures aprés irradiation, dans l’intestin de rat (MacNaughton
1998). Une augmentation de 1’activité de 1’isoforme constitutive du NO a également été
constatée 3 jours apres une irradiation neutron dans le célon distal de rat (Francois ef al.
1999). De plus, I’ajout d’un anti-inflammatoire préserve les fonctions microvasculaires
dans les veinules mésentériques et a un effet protecteur sur le tissu intestinal, démontré
par une réduction de I’infiltration de neutrophiles et des dommages histologiques (Pang¢s

et al. 2000).

111.B. 4.3 Effet de proximité cellulaire ou effet « bystander ».

Des cellules non irradiées, voisines des cellules traversées par des rayonnements
particulaires, peuvent subir une détérioration par un phénomene qualifié «d‘effet de
proximité» ou «effet bystander» (Mothersill et Seymour 1998). Des études montrent
que le milieu de culture de cellules irradi¢es a 5 Gy est capable d’induire les premiers
événements de la cascade apoptotique tels que la mobilisation intracellulaire du

calcium, la perte du potentiel membranaire mitochondrial et une augmentation des
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especes réactives de I’oxygeéne dans des cellules n’ayant pas été irradiées, suggérant la
production de molécules capables d’interférer avec les voies de signalisation dans le
milieu de culture (Lyng et al. 2000). Ces phénoménes sont majoritairement étudiés a
I’aide de microfaisceaux (notamment capable de délivrer des particules une par une);
ces phénomeénes sont difficilement discernables lors d’irradiation abdominale de 10 Gy,
mais pourraient avoir des répercussions en retour sur des zones non directement

traversées par les rayonnements.

II1.C. DOMMAGES RADIO-INDUITS AU NIVEAU DE L’ORGANISME

L’altération physico-chimique radio-induite des principaux constituants de la
cellule conditionne sa survie et peut donc se répercuter directement sur les tissus et les
organes. Différents types cellulaires a différents stades de développement composent
cette structure complexe dans laquelle existe une homéostasie cellulaire. Des
régulations permettent de maintenir constant le nombre de cellules et 1’organisation
tissulaire. L’expression des lésions radio-induites et leur cinétique d’apparition est
conditionnée par 1’état de différenciation du tissu et par le temps de renouvellement de
ses structures. De plus, il existe une interaction entre les réponses biologiques provenant

des différents organes aprés irradiation.

I11.C. 1 Pathologie mixte et syndrome d’atteintes multiples des organes

Les déces survenus aprés surexposition accidentelle aux rayonnements ionisants
(Tchernobyl, Tokai-Mura) ont été attribués a des pathologies mixtes conduisant a une
défaillance multiorganes (Multiple Organ Failure) (systemes hématopoiétique, gastro-

intestinal, cutané voire neurovasculaire). Par exemple, de graves brllures peuvent
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provoquer une ischémie intestinale associée a une perte de ’intégrité¢ de la barricre
intestinale ainsi qu’a des Iésions pulmonaires (Messick et al. 1994, Magnotti et al.

1999).

I1.C.2. Succession des phases chronologiques

Les manifestations cliniques au niveau de 1’organisme sont en relation directe
avec les lésions morphologiques et les atteintes fonctionnelles radio-induites des
différents organes. Le temps d’apparition des manifestations cliniques induites par une
irradiation dépend de la radiosensibilit¢ et donc du temps de renouvellement des
différents tissus. Le temps d’apparition des signes cliniques est d’autant plus court et la
sévérité d’autant plus importante que la dose d’irradiation est ¢élevée. La
symptomatologie dépend également de la nature du rayonnement, du débit de dose et du
statut physiologique de I’individu (de son age par exemple). Les symptomes peuvent
étre constatés des les premieres heures et dans les jours qui suivent I’irradiation : ils sont
alors regroupés sous le terme de Syndrome Aigii d’Irradiation. Des anomalies cliniques
telles que fibrose, obstruction et perforation peuvent également étre observées des mois
voire des années apres I’exposition et représentent les effets tardifs.

La phase prodromale ou initiale est observée dans les premicres 24 heures apres
exposition (Schéma 24). Les symptdmes principaux sont la nausée, le vomissement,
I’anorexie et la diarrhée. Des effets concomitants apparaissent tels que maux de téte,

évanouissement, prostration et asthénie pour les doses les plus fortes.
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Irradiation

Temps
= 48h variahle 1 a 6 semaines
anorexie asymptomatique retour des I’ organisme
nansees sympiimes
vomissements
diarrhee

Schéma 24 : Phases d’apparition des symptimes d'une irradiation.

La phase de latence est une période asymptomatique, dont la durée dépend du
temps nécessaire au développement d’altérations durables de la fonction d’un organe
liées a la perte cellulaire. Une exception est connue pour les dommages létaux au
cerveau qui ne seraient pas médiés par une déplétion cellulaire. La phase de latence peut
complétement disparaitre dans le cas de fortes doses.

La phase critique ou phase d’état succéde a la phase de latence de la premiére a

la sixiéme semaine. Pendant cette phase sont observées des hémorragies, de la fiévre,
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des infections et des ulcérations dues principalement a Datteinte du systéme
hématopoiétique. Pour des doses plus élevées (supérieures a 5 Gy), des hypotensions,
vertiges et désorientation peuvent apparaitre. Pour des doses supérieures a 8 Gy, les
dommages a I’intestin et au colon peuvent &tre responsables d une perte sévére de fluide
conduisant éventuellement a un déséquilibre de la balance électrolytique et/ou a des

diarrhées récurrentes (Dalrymple et al. 1973).

II.C. 3. Les syndromes de I’organisme

Les effets du Syndrome Aigii d’Irradiation sont décomposés en 3 sous-groupes,
avec par ordre d’apparition en fonction d’une dose croissante (Schéma 25) : le
syndrome hématopoiétique pour lequel la mort de I’organisme est due a ’altération du
systéme hématopoictique (>1 Gy), le syndrome gastro-intestinal pour lequel les atteintes
au systeme gastro-intestinal sont déterminantes (>10 Gy) et le syndrome neuro-
vasculaire ou syndrome du systéme nerveux central (>50 Gy). Néanmoins, les différents
syndromes ne sont pas indépendants les uns des autres. En fonction de la dose, les trois
systémes particulierement critiques que sont la moelle osseuse, le systéme digestif et le

systéme nerveux central peuvent étre atteints.
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ATTEINTES MORPHOLOGIQUES (LESIONS ANATOMIQUES)

Dose {G¥y) 1 5 10 20 £0

immuno-suppression
Syndrome hémorragie [ |
Hématopoiétique infections

diarrhée
Syndrome R |
Gastro-intestinal  vomissement

agitation
SynLome désorientation ]
neurologigue prostration, coma

Schéema 25 : Représentation schématique des atteintes morphologiques en
fonction des doses d’irradiation.

11.C. 3.1 Le syndrome hématopoiétique

Ce syndrome apparait chez la plupart des mammiféres dés la dose de 1 Gy. Le
temps de survie moyen est dépendant de la dose et s’étend jusqu’a 6 semaines pour les
doses faibles et inférieur a 7 jours pour les doses >7 Gy. Il est dii a I’arrét de la
production de cellules fonctionnelles matures sanguines par la moelle osseuse. Dans le

cas d’une irradiation corps entier, une partie des cellules de la moelle osseuse meurt au
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stade pré-mitotique tandis qu’une autre partie présente un délai mitotique. Le systéme
hématopoiétique est particulierement radiosensible d’une part a cause d’un
renouvellement persistant a partir des cellules souches ayant une intense capacité de
prolifération et d’autre part, du fait d’une radiosensibilité naturelle de certaines cellules,
telles que les lymphocytes, composant le systéme hématopoiétique. Entre 1 et 2 Gy, une
lymphopénie est constatée, 3 jours aprés exposition, accompagnée d’une diminution de
la quantité de granulocytes, de plaquettes et de polynucléaires. Au dela de 2 Gy, une
aplasie médullaire apparait a la troisiéme semaine. La perte de ce systéme signifie
entraine pour 1’organisme la perte de la capacité de défense face a une infection qui peut
étre déclenchée, au niveau du tractus gastro-intestinal, par la flore intestinale endogene
et la perte de capacité du sang de coaguler, les granulocytes et les plaquettes circulantes

n’étant plus renouvelées.

11.C. 3.2 Le syndrome neuro-vasculaire

Le systéme nerveux central (SNC) est historiquement considéré comme un tissu
radiorésistant par son potentiel limité de renouvellement. Le syndrome neurologique
apparait pour les doses dépassant 50 Gy. Les symptomes cliniques observés sont des
phases d’agitation en alternance avec des phases d’apathie associées a des
désorientations, des pertes d’équilibre, des convulsions et enfin le coma (Lebaron et al.
1998). Ces symptdmes peuvent avoir pour origine différents facteurs : une irradiation du
cerveau conduit a des cedémes cérébraux, une augmentation de la pression intra-
cranienne, une altération de la barriere hémato-encéphalique et a un déséquilibre
ionique des cellules. D’autres facteurs tels que 1’accumulation de radicaux libres, les

altérations membranaires et la libération de cytokines amplifient cette toxicité. Enfin,
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les atteintes des capillaires et vaisseaux sanguins du cerveau comptent pour une large

part dans les dommages cérébraux.

11.C. 3.3 Le syndrome gastro-intestinal

A partir de la dose de 10 Gy, un grand nombre de cellules du tractus
gastrointestinal, et particuliérement celles de I’intestin gréle, sont trés endommageées et
les altérations gastro-intestinales deviennent la cause majeure de 1étalité (Anno et al
1989, Baranov et al. 1990). La survenue d’une diarrhée trés importante dans les heures
qui suivent I’exposition est associée a un pronostic de 1étalité. Dés 1956, Quastler décrit
la perte des cellules épithéliales bordant I’intestin gréle comme responsable de la mort
radio-induite a des doses supérieures a 10 Gy : c’est le syndrome gastro-intestinal
proprement dit (Quastler et al. 1956). Au dela de 10 Gy et en de¢a du syndrome
neurologique, le temps de survie, de 3 a 5 jours, est invariant de la dose regue. Ce
syndrome est une conséquence de I’effet de I’irradiation sur les cellules souches a

division rapide résidant dans les cryptes intestinales (Schéma 26).

111



112

P
Villosités (1]

Arrét de la division cellulaire
dans les cryptes

i
.ﬂff | o iiﬁ —
/‘

] Y g Septicémie
"B S
e 5t Fluide Mort de {5)
Désorganisation i kilj ke o 4 y\._I'I:a‘ I'organisme
fe2 cryptes ;j \ Ly f::‘i‘
= \]1;[ ‘i-
[3} D énudation R Pertes d'eau et (4}
des villosités d€lectrolytes

Schéma 26 : Le syndrome gastro-intestinal

L’irradiation a pour cible la population de cellules souches 4 divizion rapide
localisées dans les cryptes. L7arrét de la mitose, la migration continue et la
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intestinales, conduisent 4 la dénudation de Umtestin. L7intestin dénude permet
alors Uentréee des bacteries et de leurs toxines ef la sortie de fluide et des
Electrolytes.

Garter-Smith PT. The effect of radiation on intestinal electrolste transport. Dans
Fadiation and the gastrointestinal tract, édité par &. Dubols, GL King, B. Lvengood, CRC
Press, Boca Raton, FL, p.149-160, 1995,

Cnastler H. the nature of intestinal radiation death. Radiaf Res 4, 33-320, 1956,

Une étroite relation existe entre la mort de 1’organisme par syndrome gastro-
intestinal et la perte de cellules des cryptes de ’intestin gréle (Hendry et al. 1983). Chez
la plupart des mammiferes, a la dose de 10 Gy, une partie des cellules des cryptes est
détruite ou bien accuse un retard mitotique et une augmentation du temps de maturation
cellulaire (Potten et al. 1990), alors que la migration des cellules vers la partie haute des
cryptes et leur desquamation a 1’apex se poursuivent. Bien que la migration ait lieu a un

rythme légerement plus lent que celui observé chez les animaux non irradiés, un nombre
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plus faible de nouvelles cellules est produit dans les cryptes pour les remplacer. Des
bréches peuvent ainsi se constituer dans la barriére formée par I’épithélium de I’intestin
gréle. L’intestin dénudé permet la sortie de fluide et d’électrolytes et ’entrée des

bactéries et de leurs toxines.

11.C. 3.3.1 Perte hydrominérale

La perte de fluide et d’¢lectrolytes a travers Dl’intestin dénudé contribuerait
majoritairement a la mort de 1’organisme par le syndrome gastro-intestinal conduisant
au déséquilibre de la balance hydrominérale et aboutissant a la déshydratation de
I’organisme (Gunter-Smith 1986). La quantité de fluide dans 1’organisme entier,
I’espace extracellulaire et le volume plasmatique sont diminués aprés une irradiation
corps entier de 18 Gy (Walden et al. 1990). En association avec la perte de fluide, un
exces d’excrétion d’ions sodiques est observé entre 2 et 3,5 jours aprés exposition
(Geraci et al. 1988). Un remplacement de fluide et d’¢électrolytes apporté
intrapéritonéalement et non luminalement (& cause de I’altération de 1’absorption du
tractus) aprés une irradiation supralétale prolonge la survie de rats ayant recu une dose
corps entier de 15 Gy, ce qui renforce 1’idée que la perte de fluide est le processus
majeur intervenant dans le syndrome gastro-intestinal (Geraci ef al. 1987,1988).

Néanmoins, apres irradiation, la perte de fluide et d’électrolytes ne serait pas
entie¢rement due a une dénudation de la muqueuse intestinale mais également a un
changement du transport transépithelial d’électrolytes : le transport actif d’ions sodiques
et le transport d’eau dans I’iléon de rat n’est plus fonctionnel 13 heures aprés une
irradiation supralétale (Gunter-Smith et al. 1986, Curran et al. 1960). La modification
du transport transcellulaire apparait néanmoins comme un effet précoce, par rapport a la

dénudation de I’épithélium. Le transport paracellulaire peut également étre impliqué,



plus ou moins indépendamment d’une perte cellulaire, dans la perte de fluide et
d’¢électrolytes par une altération radio-induite des jonctions serrées (Thomson et al.

1984).

1I.C. 3.3.2 Septicémie

Différentes données de la littérature montrent que les bactéries et leurs
endotoxines ont un réle dans les dommages radio-induits du syndrome gastro-intestinal.
Des bactéries endogénes entériques et des endotoxines ont été observées dans le sang et
le foie d’animaux morts de syndrome gastro-intestinal, 3 jours apres exposition
(Silverman et al. 1958, Walker et al. 1975). Une antibiothérapie systémique et une
décontamination du tractus ont prolongg la durée de vie des animaux irradiés (Hendry et
al 1983). L’augmentation du temps de survie a été attribuée a un ralentissement du
temps de migration des cellules de la muqueuse intestinale et a un accroissement de leur
longévité (Matsuzawa et Wilson 1965). Cependant d’autres études ont montré que les
bactéries et leurs endotoxines ne contribuaient pas a la mort de I’organisme par
d’importants dommages radio-induits intestinaux : une absence de septicémie et
d’endotoxémie a été constatée chez des rats morts d’un syndrome gastro-intestinal
(Geraci et al. 1985 a). L’absence de septicémie chez des animaux irradiés a dose
supralétale a été attribuée a 1’absence de bactéries pathogénes agressives telles que
Pseudomonas (Geraci et al. 1985 b) et/ou a un sur-développement de bactéries non
invasives dans la lumiére du tractus (Geraci et al. 1988).

Le role des bactéries, de leurs endotoxines et de leur translocation de la lumiére
intestinale vers le compartiment sanguin différe selon le type de rayonnement et semble
li¢ aux dommages cellulaires de 1’épithélium. Par exemple, une irradiation mixte

gamma/neutron a dose létale provoque I’augmentation du nombre des bactéries a Gram
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négatif dans I’iléon tandis qu’une irradiation gamma létale augmente le nombre de
bactéries a Gram positif (Elliott ez al. 1995). Ces résultats pourraient étre importants
pour le choix d’un traitement thérapeutique approprié a la nature du rayonnement regu
aprés exposition accidentelle. Il a également été montré un changement de la
composition de la population bactérienne dans I’intestin, a la suite d’une irradiation
pouvant conduire a la septicémie. En effet, les différents groupes prédominants de
bactéries colonisant 1’épithélium de surface dans I’intestin gréle réduisent la probabilité
de fixation a 1’épithélium de bactéries pathogénes opportunistes présentes en plus faible
nombre. A la suite d’une irradiation, le nombre de bactéries d’espéces dominantes
décroit tandis que celui des bactéries pathogénes opportunistes augmente (Vincent et al.

1955, Porvaznick et al. 1979).

II.C. 4 Cas d’une exposition accidentelle aux rayonnements ionisants :

Soreq

Le profil clinique évolutif de 1’accident de Soreq en Israél est particuliérement
intéressant dans la mesure ou la personne accidentée a présenté un syndrome aigu
d’irradiation avec des symptomes importants tant hématologiques que gastro-
intestinaux aprés une irradiation globale d’environ 11 Gy (IAEA 1993). Ces conditions
accidentelles d’irradiation sont relativement proches de celles choisies pour ce travail de
these et illustre les dysfonctionnements du tractus gastro-intestinal.

Dés les premiéres minutes aprés l’accident, le patient a eu des douleurs
abdominales, des nausées et vomissements avec apparition de selles molles. Dans les

heures qui ont suivi I’exposition, le nombre de globules blancs et de plaquettes a chuté.
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A la phase de latence relativement courte ont succédé les manifestations de la phase
gastro-intestinale (nausées, vomissements, diarrhée liquide) avec des épisodes de
vomissement au soir du troisiéme jour. Au quatriéme jour, le sujet a subi une greffe de

moelle osseuse (moelle osseuse provenant du frére du patient). Le volume d’excrétion

des diarrhées n’a alors pas cessé d’augmenter, atteignant de 2 a 6 litres par jour au 34°™
jour (Schéma 27).
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Schéma 27 : Importance des épisodes diarrhéiques chez 1'accidente de
Soreq (1990} en fonction du temps.
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Ces diarrhées ont comporté des traces de sang a partir du 22°™ jour. Au jour 24,

une endoscopie a mis en évidence, dans I’intestin gréle et le cOlon, la présence
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d’oedémes, d’inflammation, d’ulcérations et d’hyperémie. Ni le contrdle de la perte de
fluide, ni les traitements n’ont permis d’arréter la diarrhée massive sanguine.

Du 5 au 36“™ jours, le patient a continué de vomir et a présenté une diahrrée
liquide de volume croissant (plus de 1 litre par jour) 1 a 2 fois par jour, excepté entre le
10°™ et le 16°™ jour. Une forte température s’est également maintenue. Les fonctions
rénales, hépatiques et pulmonaires se sont progressivement détériorées jusqu’au déces,
mettant en évidence la défaillance multiple des organes. Au 36me jour, jour du déces, le
patient a présenté des signes de confusion et de désorientation indiquant une atteinte du
systéme neurologique.

L’investigation post-mortem a révél¢é une atteinte sévere du tractus gastro-intestinal. En
plus de la déplétion lymphoide du tissu de I’intestin gréle, une disparition de la structure
des cryptes a été constatée ainsi qu’une dénudation compléte de 1’épithélium. Une
inflammation et un cedéme ont été notés dans la sous-muqueuse. Les petits vaisseaux
sanguins de la sous-muqueuse ont été sévérement atteints par [’irradiation et ont
présenté également des signes d’inflammation. Dans le c6lon, des altérations majeures
de la morphologie de I’épithélium et de la sous-muqueuse et la formation d’une pseudo-
membrane dans la lumiére colique ont été notées. De profondes altérations des
vaisseaux sanguins de la sous-muqueuse avec des distorsions de I’intima ont également
été observées. (Edéme et thromboses au niveau de I’intima en association avec le

développement d’une fibrose ont conduit occasionnellement au rétrécissement, voire a

I’occlusion, des vaisseaux.

Mni.c. 5 Dysfonctionnement radio-induit sans syndrome gastro-intestinal

véritable
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En plus de leurs effets sur la structure méme de la muqueuse intestinale par la
dénudation, les rayonnements ionisants peuvent entrainer des perturbations de
I’environnement épithélial ainsi que des systemes de régulation du transport. Ces
perturbations fonctionnelles sont observées méme en 1’absence d’atteinte structurale
majeure ou de dénudation compléte de la muqueuse intestinale (Gunter-Smith 1986).
Les données de la littérature sur ’altération du transport de fluide et d’électrolytes
concernent principalement 1’intestin gréle, peu de données étant disponibles pour le
colon. En effet, le colon a longtemps été considéré comme moins radiosensible que
I’intestin gréle, probablement a cause d’un temps de renouvellement de son épithélium
un peu plus long. Les atteintes coliques semblent étre néanmoins déterminantes dans les

déces radio-induits apres exposition thérapeutique et/ou accidentelle.

II.C. 5.1 Altérations histologiques

La séquence chronologique des modifications radio-induites de la structure de la
paroi de l’intestin gréle a été étudiée histologiquement depuis de nombreuses années
(Quastler 1956, Gunter-Smith 1989, Carr 2001). Ces données sont utilisables pour
I’interprétation des effets de 1’irradiation sur le célon, aussi bien du point de vue de la
structure que du mode de renouvellement, bien que le temps de renouvellement soit plus
long dans le colon et la structure 1égérement différente. Le temps de renouvellement est
d’environ trois jours pour I’intestin gréle de souris et de rat (Cheng et Leblond 1974,
Potten 1995) contre quatre jours dans le cdlon de rat (Sunter et al. 1979). Des
modifications de la taille des cellules de I’intestin gréle de rat et un arrét de la mitose
sont observés dans la premiére heure aprés une irradiation abdominale de 6 Gy

(Becciolini et al. 1976). L’incorporation de thymidine tritiée, marqueur des cellules en
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division, est arrétée, particulicrement dans la moiti¢ inférieure des cryptes. Les cellules
issues des cellules ayant été exposées aux rayonnements ionisants sont progressivement
présentes dans une grande partie de I’épithélium des cryptes en raison des processus de
renouvellement et de migration. Deux jours aprés 1’exposition, les cellules altérées sont
présentes dans tout I’intestin gréle. Dans le méme temps, quelques cellules de
morphologie normale sont & nouveau observées indiquant une reprise de la
prolifération. Trois jours aprés irradiation, une extension progressive du compartiment
de prolifération est observée dans presque toute la hauteur des cryptes ainsi qu’une forte
réduction de la zone de différenciation. En conséquence, le nombre de cellules
mitotiques exceéde celui observé chez les rats témoins. Vingt jours aprés exposition aux
rayonnements ionisants, I’épithélium présente une apparence normale avec un retour de
la capacité de prolifération.

Des résultats similaires sont obtenus dans 1’iléon de lapin, quatre jours aprés une
irradiation totale de 10 Gy : les villosités sont raccourcies voire absentes. Les villosités
restantes sont couvertes de cellules épithéliales de forme cuboidale et non plus en forme
de colonne. Par ailleurs, la longueur des cryptes est augmentée (Gunter-Smith 1989).
Dans le stroma, la quantité de cellules inflammatoires augmente pendant les premiéres
24 heures puis diminue 48 heures apres irradiation.

Dans le colon de rat, aprés une irradiation gamma corps entier de 8 Gy, une
légeére dilatation des cryptes est observée, mais ’intégrit¢ de 1’épithélium semble
préservée et la sécrétion de mucus est normale. Par contre, une irradiation totale de 12
Gy induit une désorganisation importante des structures quatre jours apres irradiation,
avec une dilatation trés importante de la lumiére des cryptes, ce qui suggere que des
altérations histologiques majeures ne sont induites que pour des doses d’irradiation
supérieures a 10 Gy (Dublineau et al. 2000). Sept jours apres irradiation, la structure des

cryptes redevient normale bien que quelques cryptes restent dilatées. Aucune altération
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histologique des muscles lisses longitudinaux et circulaires n’est observée aprés
irradiation. Une inflammation modérée est observée entre un et quatre jours apres
exposition (Dublineau et al. 1998, 2002). Dans le colon de souris, il a été montré, a la
suite d’une exposition corps entier aux rayons X a la dose de 2, 5 et 10 Gy, une
diminution de la capacité de prolifération cellulaire dans les 2 premiers jours avec un
retour a la normale au troisiéme jour apres irradiation. Une prolifération accélérée a été
observée 4 et 5 jours apres irradiation (Hagemann ef al. 1971). Dans le colon humain,
en irradiation localisée, les couches de la sous-muqueuse et de la séreuse présentent des
cedemes. Des changements de la vasculature sont observés et le tissu lymphatique
disparait dans les zones irradiées, dans les premiéres semaines suivant 1’irradiation chez
I’homme. Pour de fortes doses, des altérations séveres dans 1’organisation cellulaire de
la muqueuse et des phénoménes de dégénérescence des vaisseaux sanguins peuvent

conduire a des ulcérations.

111.C. 5.2 Modification du transport de 1’eau et des électrolytes

Les effets d’une exposition aux rayonnements ionisants du tractus gastro-
intestinal sont couramment attribués a la perte de cellularité de 1’épithélium alors que
des dysfonctionnements des cellules ¢épithéliales apparaissent pour des doses

d’irradiation inférieures a celles provoquant une diminution du nombre de cellules.

I11.C. 5.2.1 Modification de la libération de médiateurs

Un certain nombre de médiateurs libérés en réponse a une exposition aux

rayonnements ionisants peuvent provoquer soit une sécrétion d’eau et d’électrolytes soit

une inhibition des processus d’absorption de NaCl. Par exemple, la quantité de
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prostaglandines (sécrétagogues) est augmentée a la suite d’une irradiation dans 1’intestin
gréle (Cockerham et al. 1985, Borowska et al. 1979). Néanmoins, I’absence d’inhibition
de la sécrétion d’ions chlorures par un inhibiteur de la production de prostaglandines
suggere que 1’augmentation de la quantité de prostaglandines aprés irradiation ne joue
pas un role dans les altérations du transport de I’eau et des électrolytes (Gunter-Smith
1995). La libération radio-induite de sérotonine par les mastocytes (Conte et al. 1956)
est une des causes potentielles de la modification du transport d’eau et d’électrolytes
dans I’intestin. Des neuropeptides régulateurs du flux d’eau et d’¢électrolytes, libérés par
les neurones entériques, peuvent également contribuer a ces modifications: la
neurotensine, le GRP et la substance P présentent une augmentation de leur
concentration entre le premier et le quatriéme jour aprés irradiation totale (6 et 8 Gy)
(Esposito et al. 1996, Linard et al. 1997).

Apres irradiation, la diminution de la réponse sécrétoire aux sécrétagogues
pourrait étre une des conséquences de I’irradiation sur I’environnement cellulaire, telle
que I’inflammation, en particulier a la suite d’irradiation localisée. Une réduction de la
réponse secrétoire a différents agonistes (prostaglandines, substance P et sérotonine) a
été observée apres induction d’une inflammation colique chez le rat (Kachur et al.
1995). De méme, dans un modéle de rectocolite hémorragique chez la souris, une
augmentation de 1’expression de la NO synthase inductible est observée en association

avec une diminution de la réponse sécrétoire (MacNaughton ef al. 1998).

111.C.5.2.2 Altérations radio-induites des processus absorptif et sécrétoire

Dans le c6lon, une altération a la fois des processus absorptif et sécrétoire est

observée apres irradiation. Une diminution de la capacité absorptive pour 1’eau et les

ions sodiques est constatée in vivo, entre 3 et 5 jours aprés une irradiation 7y dans le
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colon distal (Dublineau et al. 1998). De plus, 1’absorption d’eau et d’¢électrolytes tels
que les ions sodiques et chlorures est fortement réduite 4 jours aprés une exposition
corps entier de 8 Gy gamma. Cette absorption revient a la normale 7 jours aprés
exposition. Par contre la sécrétion d’ions potassiques est augmentée de 1 a 7 jours aprés
irradiation corps entier (Dublineau ef al. 1998). Cette altération de 1’absorption colique
est ¢galement observée pour une irradiation abdominale de 10 Gy, 3 jours apres
irradiation (Empey et al. 1992). Chez le lapin, un flux net sécrétoire basal d’ions
chlorures est observé, sans modification du transport d’ions sodiques (Gunter-Smith
1986). 1l est d’ailleurs proposé que la stimulation de la sécrétion d’ions chlorures
pourrait représenter 1’événement primaire responsable de la perte de fluide et
d’¢électrolytes observée apres irradiation.

Une perte de réponse sécrétoire aux sécrétagogues ou a une stimulation
¢électrique (EFS, electrical field stimulation) est également observée dans I’intestin gréle
et dans le cblon, dans la plupart des espéces étudiées entre 1 et 3 jours apres irradiation
(Gunter-Smith 1986, 1989, MacNaughton et al. 1994, Frangois et al. 1998). Dans le
coOlon, les réponses sécrétoires a la sérotonine, la forskoline ou le carbachol sont
atténuées aprés une irradiation totale de 8 Gy gamma (Dublineau et al. 1998). Le
mécanisme de cette diminution de réponse sécrétoire n’est pas entierement ¢lucidé. Un
role joué par les mastocytes par 1’intermédiaire de leur interaction avec les nerfs a
d’abord été soupgonné dans la diminution de réponse a I’EFS (MacNaughton et al.
1994). Des études plus récentes ont montré que la variation de la diminution de réponse
sécrétoire au cours du temps n’était pas corrélée a la variation du nombre de mastocytes
et qu’un retour a la normale était possible sans implication des mastocytes (Frangois et

al. 1998).
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L’apparition de la diminution de la réponse sécrétoire dans I’intestin gréle (iléon
de lapin) ne serait pas corrélée a la disparition d’un type cellulaire en particulier, mais a
I’¢tat de différenciation et/ou de maturation des cellules (Gunter-Smith 1989). Un
mécanisme en deux phases a été proposé par cet auteur, permettant d’expliquer les
mécanismes des dysfonctionnements du transport intestinal. La premicre phase
correspond a la stimulation de la sécrétion d’électrolytes, probablement par
I’intermédiaire d’une libération de médiateurs neuro-humoraux. La deuxiéme phase
correspond a la diminution de la réponse de I’intestin a des stimuli aussi bien absorptifs
que sécréteurs (Gunter-Smith 1995). Cette deuxieme phase n’intervient qu’apres
I’apparition de dommages morphologiques et donc en conséquence de pertes cellulaires,
de modifications de la maturation cellulaire ou d’altérations de la cinétique de

prolifération ou de migration.

111.C.5.3 Altération de la régulation nerveuse entérique

Des modifications de I’innervation entérique pourraient contribuer a une partie
des symptomes intestinaux radio-induits (Conard 1953). En effet, des modifications
tardives radio-induites du réseau nerveux entérique (hyperplasie des fibres nerveuses
myentériques) ont déja été observées chez des patients traités par radiothérapie
(Hirschowitz et al. 1991). Dans des temps plus précoces de 1’ordre de 7 jours, une
réorganisation du réseau nerveux au profit d’une innervation VIPergique et a la
substance P a été observée dans la muqueuse et dans les couches musculaires lisses
circulaires du duodenum de rats irradiés (a 1I’exception des zones ou la dénudation est
compléte) et dans la muqueuse colique chez I’homme (Hockerfelt et al. 1998, 1999,
2000). De plus, ce remodelage conduit a une augmentation de la libération du VIP, ce

qui pourrait provoquer la diarrhée (Makhlouf et al. 1975). Des modifications de la
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synthése neuronale de peptides et de ’activité d’enzymes cholinergiques ont d’ailleurs

été rapportées a la suite d’irradiations fractionnées (Otterson ef al. 1995).

11.C. 5.4 Altération des voies de signalisation intracellulaire

Différentes données de la littérature provenant principalement d’études in vitro
de lignées cellulaires suggerent que I’irradiation est capable de perturber les voies de
signalisation intracellulaire (Sarkar et al. 1984, Todd et Mikkelsen 1994, Herrlich et
al. 1999, Schmidt-Ullrich et al. 2000,Weichselbaum et al. 1991).

L’irradiation modifie notamment la quantité tissulaire de second messagers tels
que les nucléotides cycliques. Ces modifications semblent étre spécifiques du tissu et de
la dose et du temps aprés exposition a I’irradiation (Sarkar et al. 1984). 11 a ét¢ montré
chez des animaux irradiés a 4 Gy, une augmentation initiale d’AMPc (1 heure), puis une
diminution (72 heures), dans le foie (Sarkar et al. 1984). Ces modifications similaires
pourraient étre inputé a des altérations de fonctionnement de 1’adénylyl cyclase. Par
exemple, dans le jéjunum de porc, une diminution de 1’activité cyclasique en réponse a
une stimulation a la forskoline et au VIP a été observée aprés une irradiation de 6 Gy
(Griffiths et al. 1996). L’irradiation peut donc avoir des effets opposés sur la voie
AMPc (activité d’adénylyl cyclase et/ou production d’AMPc) selon le tissu.
Concernant la participation du Ca’"; aprés irradiation, Todd et Mikkelssen ont montré
une élevation du Ca?'; liée a une mobilisation intracellulaire du Ca®" a partir des
organelles de stockage et a un influx calcique par les canaux calciques (Todd et
Mikkelsen 1994). Cette ¢lévation de la quantité intracellulaire d’ions calciques conduit
a i) l’activation de PKC ii) la transcription précoce de geénes par un mécanisme
indépendant des PKC (Morgan et al. 1986) iii) la dégradation de la chromatine par des

endonucléases dépendantes de [Ca®"]; (Story et al. 1992).
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La modification de I’environnement cellulaire par I’irradiation peut conduire
indirectement a une altération des voies de signalisation intracellulaire. .’exposition de
cellules T84, modele de cellules coliques, a une hypoxie provoque une diminution du
transport d’ions lorsque celle-ci est stimulée par les nucléotides cycliques AMPc et
GMPc mais pas par le Ca*" (Taylor e al. 1998). Les auteurs concluent & un role des
adénylyl et guanylyl cyclases qui possedent dans leur structure un héme susceptible de
servir de détecteur a ’oxygene. D’autres études ont également montré que 1’hypoxie
régulait directement la quantité de nucléotides cycliques dans différents types cellulaires
(Taussig et al. 1995, Ziind et al 1996, Stevens ef al. 1995).

L’exposition de cellules aux rayonnements ionisants stimule également de
multiples signaux de transduction ou éléments de ces différentes voies tels que les
tyrosines kinases et les protéines kinases C (Woloschak et al. 1990, Chae et al. 1993).
En effet, I’irradiation X ou gamma induit une modification de la PKC au niveau de la
protéine, de son ARN messager et de son activité dans différents types cellulaires : une
augmentation de I’expression de I’ARN messager de la PKC dans une lignée cellulaire
fibroblastique (Woloschak et al. 1990), de I’activité et de la quantité de cette protéine
dans une lignée épithéliale tumorale et dans des fibroblastes (Kim et al. 1992, Hallahan
et al. 1992) ainsi qu’une translocation de la PKC du cytosol vers la membrane
cytoplasmique dans des cultures primaires d’hépatocytes de rat (Nakajima et al. 1996)
ont été observées. La peroxydation des lipides par les espéces réactives de 1’oxygene
conduit également a 1’activation de la protéine kinase C comme il a été observé dans les
hépatocytes de rat (Von Ruecker et al. 1989).

L’irradiation peut altérer les voies de signalisation en modifiant directement les
récepteurs situés en amont de la chaine de signalisation intracellulaire. Ces phénomenes
ont été observés pour le récepteur VIP dans la muqueuse jéjunale de porc ou une

diminution de I’affinité et une augmentation de leur nombre ont été rapportés (Griffiths
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et al. 1996). L’apparition radio-induite d’une seconde classe de récepteurs a la
neurotensine a été décrite dans le muscle colique de rat (Linard e al. 1997). Néanmoins,
certains auteurs suggerent que la plupart des systemes de récepteurs sont fonctionnels
dans des gammes de doses conduisant a un développement de syndrome

hématopoiétique ou gastro-intestinal (Walden ef al. 1990).
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PUBLICATIONS

L’objectif de cette these est la mise en €vidence et la détermination de I’origine
de la diminution des transports ioniques et principalement de la diminution de la
réponse sécrétoire apreés stimulation par le neuropeptide VIP (Vasoactive Intestinal
Peptide), agoniste de la voie AMPc, dans le colon distal de rat, aprés une irradiation
abdominale.

L’évolution de la capacité absorptive de fluide et d’électrolytes in vivo et la
capacité sécrétoire in vitro ont ét¢ mesurées 1, 4 et 7 jours aprés une exposition
abdominale aux radiations ionisantes. Les résultats sont décrits dans la publication
« Characterization of altered absorptive and secretory functions in the rat colon after
abdominal irradiation : comparison with the effects of total-body irradiation » (1.
Dublineau, E. Morel and NM Griffiths. Radiation Research 157, 52-61, 2002), article 1.

L’¢évolution de la capacité sécrétoire du colon distal de rat a ét¢ étudiée en
réponse au VIP, 1, 4 et 7 jours apres irradiation. Les mécanismes conduisant aux
altérations radio-induites de la réponse sécrétoire 4 jours apres exposition a I’irradiation
sont décrites dans la publication : « Alterations of the VIP-stimulated cAMP pathway in
rat distal colon after abdominal irradiation” (E. Morel, 1. Dublineau, F. Lebrun and NM
Griffiths. American Journal of Physiology of the Gastrointestinal Liver Physiology 282
: G835-G843, 2002), article II.

Des interrelations existant entre la voie de signalisation intracellulaire AMPc et
les voies GMPc et calcique, les modifications radio-induites de la réponse sécrétoire a
des agonistes spécifiques de chacune des voies de signalisation GMPc (guanyline, NO)

et calcique (carbachol) ont été étudiées chez des animaux témoins et apres irradiation
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ainsi que celles de la réponse a des stimulations simultanées des voies AMPc/GMPc et
AMPc/Ca*". La mesure intracellulaire de GMPc produite dans les cryptes isolées a été
mise au point. Les résultats sont décrits dans la publication « Effects of irradiation on
cAMP, cGMP and Ca®" communication pathways and on their interrelation in rat distal
colon » (E. Morel, I. Dublineau and N. M. Griffiths. Radiation Research, soumis pour
publication), article II1.

La mise en évidence de I’expression et de la localisation de 8 isoformes de
I’adénylyl cyclase, enzyme produisant I’AMPc, a été effectuée dans le colon distal de
rat. Les modifications radio-induites de leur expression et de leur localisation ont été
étudiées 4 jours aprés exposition et comparées aux modifications de la capacité
proliférative des cellules des cryptes. Les résultats sont présentés dans la publication :
« Identification and localization of the adenylyl cyclase isoforms following abdominal
irradiation in rat distal colon » (E Morel, C Strup, I Dublineau, A Ropenga, and NM

Griffiths, en cours de rédaction), article I'V.

Justification de la dose et du changement du type d’irradiation

Les premiéres expériences ont été effectuées apres une irradiation abdominale
gamma (*°Co) de 10 Gy. Contrairement a une irradiation corps entier, la configuration
d’irradiation abdominale utilisée permet de limiter les atteintes du systéme
hématopoiétique. La dose (non létale) et la configuration d’irradiation (abdominale)
conduisent & des perturbations cliniques telles que la diarrhée, une perte de poids et une
forte diminution de la prise alimentaire. L’irradiation provoque également des
modifications au niveau histologique. A cette dose, le retour a un fonctionnement et a
une structure colique similaires a celles des animaux non irradiés est constaté 7 jours
aprés exposition aux rayonnement ionisants. L’effet transitoire des rayonnements

ionisants montre la capacité de régénération de I’épithélium colique.
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Lors de la préparation de cette theése, un arrét de la source de Cobalt 60 a été
décidé a cause de sa décroissance qui conduisait a un débit de dose affaibli et a la
nécessité de maintenir les animaux sous anesthésie pendant un temps plus long. Nous
avons alors changé le protocole d’irradiation et appliqué une irradiation aux rayons X
pour la suite des études, & un débit de dose similaire pour les deux types d’irradiation
(Y:0.75 Gy/min et X : 0.62 Gy/min).

L’efficacité biologique relative (EBR) des rayons X a 225 kev étant de 1.1 par
rapport & celui des rayons gamma (Kellerer ef al. 1971), il est apparu judicieux de
choisir la dose de 9 Gy afin d’obtenir les effets biologiques équivalents a ceux observés
a la dose de 10 Gy gamma (*°Co). Les expériences préliminaires ont en effet montré des
effets biologiques similaires, tant sur les paramétres cliniques comme la diarrhée, la
perte de poids et la diminution de prise alimentaire que sur les parameétres histologiques.
Les parameétres fonctionnels étudiés in vitro en chambre de Ussing (différence de
potentiel, conductance) et 1’accumulation d’AMPc dans les cryptes isolées présentent

¢galement des altérations semblables pour les 2 types d’irradiation.
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ARTICLE I :

Caractérisation de I’altération des fonctions absorptive et sécrétoire dans le colon
de rat apres une irradiation abdominale : comparaison avec D’effet d’une

irradiation corps entier.

Characterization of altered absorptive and secretory functions in the rat colon

after abdominal irradiation : comparison with the effects of total-body irradiation.

I. Dublineau, E. Morel and NM Griffiths. Radiat Res 157, 52-61, 2002.

Objectif :

* Etude de I’évolution en fonction du temps (1, 4 et 7 jours) de la capacité absorptive
et sécrétoire du codlon distal de rat aprés une irradiation abdominale de 10 Gy.

* Etude de I’effet de doses croissantes (8 a 12 Gy) 4 jours aprés une irradiation

abdominale sur la capacité absorptive et sécrétoire colique.

- Mesure in vivo de I’absorption de ’eau et des ions sodiques, potassiques et
chlorures par la technique d’agarose.

- Mesure in vitro de la réponse sécrétoire a différents agonistes (sérotonine, VIP,
forskoline et carbachol) en chambres de Ussing.

- Mesure in vitro de I’intégrité du tissu (parameétres de base en chambres de
Ussing)

- Analyse des altérations morphologiques et histologiques du tissu (coupes de

cOlon distal apres coloration HES).
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Résultats :

- Absorption de I’eau et des électrolytes :
= Chez les animaux témoins, 1’eau, les ions sodiques et chlorures sont largement
absorbés dans la partie distale du colon tandis que les ions potassiques sont peu
absorbés, en accord avec les données de la littérature.
= La capacité absorptive de 1’eau et des ¢€lectrolytes n’est pas modifiée un jour apres
exposition.
= L’absorption de 1’eau, des ions sodiques, chlorures et potassiques est
significativement diminuée quatre jours apres irradiation. Pour les ions potassiques, le
flux net est quasi nul.
= Sept jours apres irradiation, I’absorption de l’eau et des électrolytes redevient
identique a celle déterminée avant irradiation, excepté pour les ions potassiques.
= Pour des doses d’irradiation abdominale de 8 a 12 Gy, quatre jours apres irradiation,
I’absorption d’eau est diminuée pour des doses supérieures a 9 Gy. La réduction atteint

70 et 90 % pour les doses de 9 et 12 Gy respectivement.

- Parameétres de base déterminés en chambre de Ussing, indicateurs de 1’état
d’intégrité du tissu : différence de potentiel (DDP) indiquant la différence de répartition
des charges ioniques entre les c6tés séreux et luminal de 1’épithélium ; courant de court-
circuit basal (Isc basal) représentant les mouvements de charges lorsque la différence de
potentiel de part et d’autre de I’épithélium est annulée par un voltage clampé a 0 mV ;
conductance (Gt), inverse de la résistance, indicateur direct de la perméabilité¢ de
I”épithélium.
= Un jour apres exposition a la dose de 10 Gy, pas d’effet de I’irradiation sur la DDP,

I’Isc basal et la conductance entre les rats témoins et les rats irradiés.
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= Quatre jours apres exposition, forte modification des parametres de base : la DDP et
I’Isc basal sont fortement diminués tandis que la conductance est trés augmentée,
indiquant une importante détérioration et une perte d’intégrité du tissu.

= Sept jours aprés exposition, les paramétres tendent a se rapprocher des valeurs des
témoins.

= A la dose de 12 Gy, I’Isc basal présente une évolution similaire a celle observée pour
une irradiation & 10 Gy. Par contre, une augmentation de la conductance est observée
des le premier jour et reste élevée, 7 jours apres exposition.

= Les modifications radio-induites significatives des paramétres de base ne sont
observées qu’a partir de la dose de 10 Gy. Les altérations des paramétres de base
observées pour cette dose de 10 Gy ne sont pas différentes de celles observées pour une

irradiation a la dose de 12 Gy.

- Capacité sécrétoire en réponse a la sérotonine, la forskoline, le VIP et le
carbachol.
= Chez les animaux témoins, 1’addition de VIP, de forskoline (un activateur direct de la
sous unité catalytique de I’adénylyl cyclase), de carbachol ou de sérotonine induit une
augmentation du courant de court-circuit (Als.) dans le cdlon distal de rat.
= La capacité sécrétoire a ces agonistes n’est pas significativement diminuée 1 jour
aprés une irradiation abdominale de 10 Gy.
= Quatre jours aprés exposition, les réponses sécrétoires a la forskoline, au VIP et a la
sérotonine sont significativement diminuées alors que celle obtenue pour le carbachol
n’est pas significativement altérée.
= Sept jours apres irradiation, les réponses obtenues a une stimulation au VIP et a la

sérotonine sont proches de celles des témoins tandis que la réponse a la forskoline reste
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diminuée (-50%). Une diminution de la réponse sécrétoire en réponse au carbachol est
également observée.

= Pour des doses d’irradiation abdominale de 8 a 12 Gy, quatre jours apres exposition,
aucune modification de la réponse sécrétoire n’est observée a la dose d’irradiation de 8
ou de 9 Gy. Seules les doses supérieures ou égales a 10 Gy induisent des modifications

de la réponse sécrétoire aux agonistes.

- Observations histologiques.
= Aprés une irradiation abdominale a la dose de 10 ou 12 Gy, la structure des cryptes
n’est pas modifiée un jour aprés exposition.
= La structure du célon, quatre jours apres exposition, est [égérement altérée pour une
irradiation de 10 Gy et fortement altérée aprés une irradiation abdominale de 12 Gy
avec une désorganisation de la structure épithéliale et une dilatation des cryptes tandis

que la sous-muqueuse et les couches musculaires apparaissent normales.

Ces résultats montrent qu’ une irradiation abdominale a une dose supérieure
a 9 Gy affecte transitoirement la fonction absorptive et sécrétoire du célon. La
fonction absorptive du célon pour Ieau et les ions Na', CI et K est principalement
altérée quatre jours aprés exposition. Une diminution de la réponse sécrétoire a
différents sécrétagogues (VIP, forskoline et sérotonine) est également observée a ce
méme temps, excepté pour le carbachol. L’altération radio-induite des fonctions
coliques semble suivre une loi de type «tout ou rien»: elle n’évolue pas
graduellement en fonction de la dose.

L’apparition des dysfonctionnements radio-induits de la capacité absorptive et
sécrétoire colique, observée aprés une irradiation abdominale, est concomitante aux

altérations histologiques et a la perte de ’intégrité de la muqueuse colique.
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La diminution de la capacité sécrétoire du célon va a ’encontre d’une amplification

de la diarrhée radio-induite.

Quels sont les mécanismes intracellulaires conduisant a la diminution

de la réponse sécreétoire apres une irradiation abdominale ?
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Characterization of Altered Absorptive and Secretory Functions in the
Rat Colon after Abdominal Irradiation: Comparison with the Effects of
Total-Body Irradiation

[. Dublineau,' E. Morel and N. M. Griffiths

Institut de Protection et de Stireté Nucléaire, Département de Protection de la santé de |"Homme et de Dosimétrie, Section Autonome de
Radiobiologie Appliguée a la Médecine, IPSN, BP no. 6, -92265 Fontenay-aux-Roses Cédex, France

Dublineau, I., Morel, E. and Griffiths, N. M. Characteriza-
tion of Altered Absorptive and Secretory Functions in the Rat
Colon after Abdominal Irradiation: Comparison with the Ef-
fects of Total-Body Irradiation. Radiat. Res. 157, 52-61 (2002).

The aim of this work was to determine the alterations in
the absorptive and secretory functions of the rat colon after
abdominal irradiation and to compare the effects of abdomi-
nal and whole-body irradiation. Rats received an abdominal
irradiation with 8 to 12 Gy and were studied at 1, 4 and 7
days after exposure. Water and electrolyte absorption was
measured in vivo by insertion of an agarose cylinder into the
colons of anesthetized rats. In vitro measurements of potential
difference, short-circuit current and tissue conductance were
performed in Ussing chambers under basal and agonist-stim-
ulated conditions. Most of the changes appeared at 4 days
after abdominal irradiation. At this time, a decrease in water
and electrolyte absorption in the colon was observed for ra-
diation doses =9 Gy. The response to secretagogues (VIP, 5-
HT and forskolin) was attenuated after 10 and 12 Gy. Epi-
thelial integrity, estimated by potential difference and tissue
conductance, was altered from 1 to 7 days after 12 Gy ab-
dominal irradiation. These results show that the function of
the colon was affected by abdominal irradiation. Comparison
with earlier results for total-body irradiation demonstrated a
difference of 2 Gy in the radiation dose needed to induce

changes in the function of the colon.  «© 2002 by Radiation Rescarch Society

INTRODUCTION

Exposure of the gastrointestinal system to high doses of
ionizing radiation results in multiple clinical, physiological
and histological alterations that lead to diarrhea in the first
weeks after exposure. The etiology of radiation-induced di-
arrhea has not been clearly elucidated, because it may be
attributed to several mechanisms. The very marked fluid

! Author to whom correspondence should be addressed at Institut de
Protection et de Sareté Nucléaire, Département de Protection de la santé
de I'Homme et de Dosimétrie, Section Autonome de Radiobiologie Ap-
pliquée a la Médecine, IPSN, BP no. 6, F-92265 Fontenay-aux-Roses
Cedex, France; e-mail: isabelle.dublineau @ipsn.fr.
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and electrolyte losses are generally attributed to denudation
of the small intestine, subsequent to radiation-induced in-
hibition of mitosis of stem cells (/). Loss of intestinal mu-
cosa results in increased intestinal permeability (2), and ab-
normalities in transepithelial electrolyte active transport
also play an important role in radiation-induced diarrhea (3,
4). The mammalian colon, the last site of fluid and electro-
lyte reabsorption, has a very high absorptive capacity and
may compensate for excessive losses of water and electro-
lytes by the small intestine (5, 6). However, diarrhea can
occur if the absorptive capacity of the colon is altered, as
is seen in some colon pathologies (7), which suggests a
significant role for the colon in radiation-induced diarrhea.

During abdominal radiotherapy for gynecological malig-
nancies, the colon and the rectum are usually included in
the irradiation field (8), and given their relatively fixed po-
sition, the probability of these segments receiving a high
cumulative radiation dose is increased. The combination of
these factors probably contributes to the development of
radiation colitis or proctitis despite the lesser sensitivity of
the colon/rectum to radiation compared to the small intes-
tine (9). Complications related to the function of the large
intestine have also been described after accidental radiation
exposure. For example, in the case of the radiological ac-
cident in Soreq (Israel, 1990), the worker received a total-
body dose of around 11 Gy (°°Co v rays) (/0). Diarrhea
was first seen between 5 and 10 days after exposure. The
diarrhea then became progressively more serious, with the
appearance of bloody diarrhea which lasted until the work-
er’s death (day 36). Autopsy revealed major abnormalities
in the morphology of the epithelium and submucosa in the
colon as well as denudation of the epithelial layer of the
small intestine.

Experimental studies have demonstrated alterations in
absorption and secretion in the colon after a single exposure
to ionizing radiation (//-/4). However, these experiments
were performed after a total-body irradiation (TBI) that re-
sulted in exposure of other biological systems, such as the
hematopoietic and the central nervous systems, which may
aggravate damage to the digestive tract. Moreover, the con-
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tribution of hematopoietic cells to intestinal radiation dam-
age has been demonstrated in mice after whole-body irra-
diation (/5). A comparison of abdominal and whole-body
irradiation may thus permit the determination of the re-
spective effects of radiation on the digestive tract and on
the hematopoietic system. This point is especially relevant
since homogeneous TBI is not representative of either ac-
cidental or therapeutic irradiation.

It therefore seems important to characterize alterations in
the function of the colon after abdominal irradiation for
comparison with the effects observed after total-body irra-
diation. The present paper describes the alterations found
in some functions of the distal colon in rats during the first
week after abdominal irradiation. Absorptive and secretory
functions were studied both in vivo and in vitro. Epithelial
integrity was estimated by electrical measurements and
standard histology. Animals were studied 1, 4 and 7 days
after abdominal irradiation (8 to 12 Gy).

MATERIALS AND METHODS

Animals

Experiments were performed on 8-week-old male Wistar rats obtained
from CERJ (Le Genest St. Isle, France). The rats weighed 300 g on the
day of irradiation. They were kept under constant temperature (21°C) with
a 12-h:12-h light:dark cycle and had free access to normal rat chow (105,
VAR, Vilkmoisson sur Orge, France) and water throughout the experi-
mental period. Daily food intake and body weight were recorded prior to
and after irradiation (from 1 day before irradiation to 7 days after irra-
diation). Diarrhea was judged by fecal adherence to the perianal region.
All experiments were conducted in compliance with the French regula-
tions for animal experimentation (Ministry of Agriculture Act no. 87848,
October 19, 1987).

Irradiation Procedure

The animals were irradiated using a *Co source (150 TBq, October
1993) with doses varying between 2 and 12 Gy (I Gy min-") for total-
body irradiation and between 8 and 12 Gy (0.9 Gy min~") for abdominal
irradiation. Control rats were sham-irradiated, i.e. were anesthetized and
placed on the sheet but were not exposed to the source, and were studied
together with the irradiated rats. The dose rate of the radiation was de-
termined by two different techniques. The first used ionization chambers
(UNIDOS PTW) in air and inserted in a phantom tissue equivalent
(MIXD water, ICRU 49); the second technique used aluminum oxide
(ALO,).

Total-body irradiation. This procedure has been described elsewhere
in detail (/4). Briefly, conscious rats were restrained in a ventilated plex-
iglass tube placed perpendicular to the beam axis and rotated on the
horizontal axis at a constant rate to deliver a homogeneous total-body
irradiation.

Abdominal irradiation. For total-abdominal irradiation, the radiation
source was placed in a vertical position and collimated to delimit the
radiation field (62 mm long). Rats were anesthetized (sodium pentobar-
bitone, 60 mg/kg, i.p.; Sanofi, La Ballastriere, France) before irradiation
and were positioned ventral side down and maintained with adhesive tape
on a plexiglass sheet. The plexiglass sheet was positioned above the
source at an appropriate distance from the radiation source. Lead sheets
(5 mm thick) were placed under the plexiglass to limit the diffusion. The
abdominal irradiation field was delineated by the xiphoid cartilage and
the iliac crests. Irradiation fields were verified by two methods: X-ray
radiography and in vivo insertion of small dosimeters throughout the en-

tire colon. This configuration allows the irradiation of more than 90% of
the colon. With ionization chambers in MIXD-Water, the dose rates mea-
sured at different points of the field were 0.95 = 0.01 Gy min ' (three
experiments) at the center (November 1998). The field boundary coin-
cided with the 80% isodose (0.77 Gy min~").

In Vivo Experiments

The method used to measure in vivo colonic flux has been described
(11, 16). Briefly, cylinders of 2.5% agarose gel (type 1I-A; 140 mM NaCl/
5 mM KCl; 6 mm in diameter; 2 cm long) were prepared. The agarose
cylinder was weighed just prior to the experiment and inserted in the
distal colon of an anesthetized rat (sodium pentobarbitone, 60 mg kg~',
i.p.: Sanofi) after careful removal of feces from this segment. After a 90-
min incubation period, the agarose was removed and reweighed. At the
end of this period, the animals were killed humanely by an overdose of
anesthetic. Water fluxes, which represent the net absorption by the colonic
mucosa, were measured by calculating the difference in gel weight before
and after the incubation period. Electrolytes present in the agarose cyl-
inder were determined by capillary electrophoresis (CIA, Waters, St.
Quentin en Yvelines, France). Fluxes were expressed as microliters (for
water) or micromoles (for electrolytes) per square centimeter of agarose
surface per hour of incubation.

The absorbate tonicity and the ability of the colon to dehydrate feces
were calculated as described previously by Zammit er al. (16). The ab-
sorbate tonicity was determined by the ratio of the amount of Na' (pmol
cm~2 h™') to the volume of fluid absorbate (cm * ¢cm 2 h-').

The power output of the colon was calculated as: Power (erg) = AP
(cmH,0) X volume of fluid absorbed (cm® s '). AP = Jv/Lp (Jv is the
fluid flux in cm* cm=2 s=' and Lp is the gel hydraulic conductivity, 7.75
1077 cm s7' cmH,0 ). It was expressed in pW cm~2 s .

In Vitro Experiments

After the identification of the correct location (77), the distal colon
was removed from anesthetized control and irradiated rats and the exter-
nal muscle layers were stripped away. Pieces of tissue were mounted
between the two halves of an Ussing chamber with a 0.64-cm? exposed
area (Corning Costar France, Dominique Dutscher s.a., Brumath, France).
The tissue was bathed on each side by 4 ml of Hanks’ solution containing
120 mM NaCl, 5 mM KCI, 25 mM NaHCO,, 1.2 mM MgCl,, 1.2 mM
K,HPO,, 10 mM Hepes (N-[2-hydroxyethyl] piperazine-N'-[2-ethanesul-
fonic acid]), 1.2 mM CaCl,, and 10 mM glucose, pH 7.4. Tissues were
maintained at 37°C in 95% 0O,/5% CO,. After the potential difference was
recorded, the colon segments were voltage-clamped at zero using a DVC-
1000 voltage-current clamp (World Precision Instrument, Hertfordshire,
UK) to measure short-circuit current. Tissue conductance was calculated
as short-circuit current/potential difference.

Electrical Measurements

Transepithelial electrical parameters (short-circuit current, potential dif-
ference, tissue conductance) were measured in basal conditions after a
15-min incubation period. Agonist-stimulated increases in short-circuit
current were studied using maximally effective concentrations of 5-hy-
droxytryptamine (5-HT, 10~ M), vasoactive intestinal peptide (VIP, 10-¢
M), carbachol (cholinergic muscarinic agonist, 5 X 105 M), and forskolin
(10-* M), with a washout period between the agonist additions.

Histological Analysis

Segments of distal colon were rinsed with 0.9% NaCl and fixed in 10%
buffered formaldehyde solution (Carlo Erba, Rueil Malmaison, France)
at room temperature. After dehydration, colon tissues were embedded in
paraffin and sectioned (5 wm). Slides were stained with hematoxylin and
eosin for standard histological analysis.
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TABLE 1
In Vive Water and Electrolyte Transport in the Rat Distal Colon after 10 Gy
Abdominal Irradiation

Control +1 day +4 days +7 days
(N=18) N=28) (N=28) (N =6)
Water flux
{plfem?® h=') 721 £ 2.0 724 + 5.0 [2.3 & 32%%% 5.3+ 72
Na* flux
{pmol/fem® h™') 13.8 = 04 140 = 04 T.32 + Q3*+* 13612
Cl- flux
{pmol/cm?® h™') 155 + 0.3 159 £ 03 10.7 = 034%%* 138 = 0.8
K* flux
(pmol/cm® h') 0.36 + 0.02 0.34 = 0.05 0.03 = 0.06%** 013 = 0.01*

Notes. The fluxes were measured in control and irradiated animals studied 1, 4 and 7 days after abdominal
irradiation. Values are means + SEM. * P < 0.05; #*** P < (.00] (significantly different from control value).

Statistical Analysis

Data are expressed as the means = standard errors of the mean (SEM)
of 68 rats per group for in vive and in vitre studies. Statistical compar-
isons between control and irradiated groups were performed using a
Mann-Whitney test or a one-way analysis of variance, Kruskal-Wallis or
Tukey-Kramer test (see the figure legends), and a P value of less than
0.05 was considered as significant.

RESULTS

Food intake and body weight were reduced by total-ab-
dominal irradiation as soon as the first day after exposure.
At 3 and 4 days, the food intake was almost nil, and the
body weight of animals irradiated with 10 Gy was 82% of
that of the control group. The effect of exposure to ionizing
radiation on both parameters was only slightly less marked

1007 g TAI
80

60+

404

Water absorption
(as percentage of controls)

204

0 T T T T T 1
2 4 6 8 10 12
Dose (Gy)

FIG. 1. Attenuation of fluid absorption as a function of radiation dose
at 4 days after exposure. The results are expressed as a percentage of
control group. The EC,, (effective dose to obtain a 50% decrease) is 6.5
for total-abdominal irradiation (TAI) and 8.5 Gy for total-body irradiation
(TBI). The results for TBI were published previously (/4). The error bars
(means + SEM) not shown on the figure were smaller than the symbol
SIFE.

for abdominal irradiation compared with whole-body irra-
diation (/4). Food intake measured 2 days after exposure
was decreased by 47% after abdominal irradiation and 62%
after whole-body irradiation compared with controls. This
slight difference may be due to heterogeneous irradiation
of the stomach, since the upper part of this organ was not
included in the irradiation field. In addition, the effect of
total-abdominal irradiation and TBI on the appearance ol
diarrhea was similar, with no signs after an 8-Gy exposure
and with diarrhea appearing between the third and the fifth
day after a 10-Gy irradiation.

Table 1 shows data for fluid and electrolyte absorption
in control and irradiated rats 1, 4 and 7 days after a 10-Gy
total-abdominal irradiation. The results obtained in control
animals indicate that water, and sodium and chloride ions
were absorbed in the distal colon. The potassium flux was
slightly absorptive. No changes were observed | day after
10 Gy irradiation. The maximal effect of irradiation was
observed at 4 days after exposure. Al this time, diminution
of water absorption (—80%) was associated with a decrease
in absorptive fluxes for Na* and Cl~ (—=50% and —30%,
respectively). On the other hand, the potassium flux was
near zero. It is important to note that the time course of the
modification of K* flux was slightly different from that
observed for water and sodium/chloride fluxes: Potassium
absorption remained low at 7 days, when water, sodium and
chloride absorption had returned to control values. The de-
pendence of decreased water absorption as a function of the
radiation dose was investigated 4 days after irradiation with
doses between 8 and 12 Gy (Fig. 1). Water absorption was
diminished after doses higher than 9 Gy (no change at 8
Gy). This reduction reached nearly 70% after a 9-Gy irra-
diation and around 90% after 12 Gy compared with control
animals. However, statistical analysis did not reveal signif-
icant differences in water absorption between 9 and 12 Gy.
A comparison with results published previously for total-
body irradiation (/4) indicates a shift of the dose—eflect
curve. These results show a show a shift of 2 Gy for the
EC,, (effective dose to obtain a 50% decrease) from 6.3
Gy to 85 Gy (total-body and abdominal irradiation. re-
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TABLE 2
Comparison of Fluid and Electrolyte Fluxes, Absorbate Tonicity and Power Output of
Rat Colon 4 Days after Exposure to Abdominal and Total-Body Irradiation

Absorbate
H,O flux Na* flux tonicity Power
(ul/lem? h=) (wmol/cm? h~") (mM) (pW/cm?)
Control 75.6 £ 3.2 (7) 142 = 0.6 (7) 189 + 3.4 (7) 111.5 = 9.0 (7)
10 Gy abdominal irradiation 12.3 = 3.2 (8)*** 7.3 £ 0.3 (8)*** 924 + 228 (8)* 43 >+ 1.9 (8)*
10 Gy TBI 6.8 £ 0.7 8)***  12.5 = 0.4 (8)*i1+ 2008 = 258 (8)* 1.0 £ 0.2 (8)*

Notes. Calculations of absorbate tonicity and power output of colon were made as indicated in the Materials and
Methods. The values are means = SEM of 7 rats per group (controls) or 8 rats per group (irradiated groups).
Statistical comparisons were made using a one-way analysis of variance (Tukey-Kramer test). * P < 0.05; *+* p <
0.001 (significantly different from control values); t11 P < 0.001 (significantly different from values for abdominal
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irradiation).

spectively; Fig. 1) However, the maximal effect was similar
for both irradiation configurations.

Data on absorbate tonicity and the power output of the
colon in control animals and in animals exposed to abdom-
inal and whole-body irradiation are reported in Table 2. A
marked increase in absorbate tonicity was observed after
irradiation, with a five- and a tenfold increase, respectively,
4 days after total-abdominal irradiation and TBI. Converse-
ly, the colonic power calculated from water flux was de-
creased after irradiation (with no difference between the
two irradiation configurations).

In the second part of this work, we investigated the ef-
fects of abdominal irradiation on electrical basal parameters
and secretory responses of the colonic epithelium in Ussing
chambers in vitro. The electrical transepithelial parameters
(potential difference, short-circuit current, tissue conduc-
tance) were measured in basal conditions. Table 3 shows
the results obtained 1, 4 and 7 days after 10 Gy abdominal
irradiation. As was seen in vivo, major modifications were
observed at 4 days after exposure. At this time, the trans-
epithelial potential difference was diminished by 80%, the
short-circuit current was slightly decreased (35%), and the
tissue conductance was increased by threefold. These re-
sults indicated an alteration of epithelial integrity at this
dose. At the higher dose of 12 Gy, more marked changes
were observed: Increases in tissue conductance were ob-

served from 1 day and remained elevated for up to 7 days
(Fig. 2). In contrast, short-circuit current values were sim-
ilar to those observed after 10 Gy irradiation (results not
shown). The modification of the basal electrical parameters
as a function of the radiation dose was then investigated 4
days after exposure (Fig. 3). Significant changes in the po-
tential difference, short-circuit current and tissue conduc-
tance were observed only after the higher doses of 10 and
12 Gy.

Further in vitro studies were carried out to investigate
the capacity of the colon to respond to secretagogues.
Changes in short-circuit current were measured in control
and irradiated rats in response to different agonists (car-
bachol, forskolin, 5-HT, VIP). Results obtained at different
times after 10 Gy irradiation show that responses to secre-
tagogues were altered at 4 days (Table 4). The responses
to forskolin, 5-HT and VIP were decreased, whereas the
response to carbachol was unchanged. The effect of in-
creasing radiation dose (8-12 Gy for total-abdominal irra-
diation and 6-10 Gy for TBI) on secretagogue responses
was analyzed 4 days after exposure (Fig. 4). No modifica-
tions were seen for 8 and 9 Gy abdominal irradiation, al-
though responses to VIP were reduced slightly but not sig-
nificantly and only doses =10 Gy resulted in reduced ag-
onist responses. Exposure to the higher dose (12 Gy) re-
sulted in the same time course of modifications, with no

TABLE 3
In Vitro Basal Transepithelial Electrical Parameters in the Rat Distal Colon after 10 Gy
Abdominal Irradiation

Control +1 day +4 days +7 days
N =12) N=23) (N=26) (N =6)
Potential difference
(mV) —117 = 1.0 —-92 *+ 0.6 —2.5 * (.5%** —14.1 = 2.1
Short-circuit current
(LAmp cm~?) 113 = 10 96 * 13 74 £ 12% 147 £ 20
Tissue conductance
(mS cm~?) 10.0 = 0.5 109 = 1.9 30.5 & 4.0%x= 114 = 1.0

Notes. Potential difference, short-circuit current, and tissue conductance were measured in basal conditions after
a I5-min incubation period. Values are means * SEM. * P < 0.05: *#* P << 0.001 (significantly different from
control value).
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FIG. 2. Tissue conductance (G, mS cm %) was measured as described - i
in the Materials and Methods under basal conditions 1, 4 and 7 days after (] s %
12 Gy abdominal irradiation. The values for the different groups are IS
means = SEM for 6 rats. Statistical comparisons were made using a © 80 | *
Mann-Whitney test. **P < 0.01 < 0.001 (significantly different g‘
from control values). <
3
S 40 1
change at day 1, profound alterations in the response to ®
forskolin, 5-HT and VIP at 4 days, and a return to control
values at 7 days (—50% compared to the control group). 0
Significant changes in carbachol-stimulated short-circuit
current values were observed only at 7 days after 10 Gy 40 1 ¢
abdominal irradiation (~50%). This decrease was observed *¥ XX
in parallel with a reduced response to forskolin. A similar -y
pattern of modifications was observed after abdominal ir- NE 30 1 : __L
radiation and total-body irradiation, as indicated in Fig. 4, (S : :
with a shift of approximately 2 Gy in radiation dose for n
responses to forskolin, 5-HT and VIP. é 20 1
Histological analyses were performed after 12 Gy irra- (_,’)‘
diation to correlate functional responses to histological 10
changes. Figure 5 shows photomicrographs of histological
sections obtained from control and irradiated animals. The
morphology of the colon, as indicated by crypt structure, 0

was not modified at 1 day after exposure but was profound-
ly altered at 4 days, with disorganization of the epithelial
structure and dilation of the crypts. The structure of the
crypts returned to normal 7 days after 12 Gy irradiation,
although some crypts were still dilated. Moderate inflam-
mation was observed at | and 4 days after exposure. The
submucosal and muscle layers appeared normal.

DISCUSSION

This study found alterations in the absorptive and secre-
tory capacities of the rat distal colon after abdominal irra-
diation together with disruption of epithelial integrity. The
most important modifications were observed at 4 days after
exposure, with minor modifications at 1 day and a return
to quasi-normal values at 7 days. These modifications in
function are in accordance with the turnover of cells in the
rat colon (/8). Radiation-induced effects led to decreased

0 8 9 10 12
Dose (Gy)

FIG. 3. Effect of increasing radiation doses on in vitro basal electrical
transepithelial parameters at 4 days. Potential difference (PD: mV), short-
circuit current (Isc; wAmp cm ?), and tissue conductance (G,: mS cm %)
were measured in basal conditions. Values are means * SEM for the
different groups (¥ = 6 rats). Statistical comparisons were made using a
Mann-Whitney test. *P < 0.05; < 0.01 (significantly different from
control values).

fluid and electrolyte net fluxes, suggesting an alteration of
constitutive absorptive capacity. However, greater absorp-
tion was maintained for sodium and chloride than for water
flux (=50, —30 and —80%, respectively, 4 days after 10
Gy irradiation). This resulted in the increased absorbate to-
nicity observed after irradiation (absorbate tonicity is de-
fined by the ratio sodium flux/water flux; see the Materials
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TABLE 4 TAI TBI
In Vitro Agonist-Induced Short-Circuit Current g125 e
Responses in the Rat Distal Colon after 10 Gy g - 150
Abdominal Irradiation < 125
Control  +1day  +4 days +7 days |- RE 100
N=29) (N=05) N =6) (N =6) g 50 75 :,
S-HT a 50 ¥
(105 M) 4726 3814  10=x2%x  39% |2 8 2 55
VIP 3
(10-° M) 146 = 18 95 = 46 22 + ok 156 = 20 < 0 0
. 6 8 10
Forskolin
(105 M) 114 £23 47 225 [3 + 3wex 49 + 2w Dose (Gy)
Carbachol

(5*10~> M) 148

I+
[
w0

82+ 15 101 +20 77 = 14%

Notes. Measurements were made 1, 4 and 7 days after irradiation. In-
creases in short-circuit current were induced by serotonin (5-HT) at 10 5
M., vasoactive intestinal peptide (VIP) at 10 M, forskolin at 5 X 10-¢
M. and carbachol at 5 X 10 * M. The values are expressed in wAmp
cm * (means = SEM). Statistical comparisons were performed using a
Mann-Whitney test. * P < 0.05; ** P < 0.01; ** P < 0.001 (signifi-
cantly different from control values).

and Methods). The capacity of the colon to generate a hy-
pertonic absorbate plays a fundamental role in the ability
of the colon to dehydrate feces (/6). It has been demon-
strated recently that the pericryptal sheath of myofibroblasts
surrounding the crypts, which has been implicated in the
formation of this absorbate, is altered by total-body irra-
diation (/9). The loss of this barrier has been shown to lead
to the leakage of Na* from the pericryptal space into the
submucosa and pericryptal capillaries, thus impeding the
formation of the hypertonic interstitial fluid (20). In these
experiments, which were performed with an impermeant
fluorescent Na* probe, Pedley and Naftalin demonstrated
diminished interstitial Na* concentration after addition of
theophylline, an agent known to stimulate secretory pro-
cesses. We propose that diminution of the interstitial Na*
concentration was induced by irradiation and that sodium
absorption was increased to compensate for this change.
Diminution of the absorptive capacity of the rat colon may
result from increased secretion, increased permeability, or
both, and further experiments should be performed on iso-
lated tissue to determine the role of the interstitial Na* con-
centration in radiation-induced alterations in the absorptive
capacity of the colon.

A previous study investigated the effects of 8 Gy total-
body irradiation on the permeability of the colon to FITC-
Dextran measured in vitro with confocal microscopy (/9).
The present data on the loss of absorptive capacity corrob-
orate earlier results that demonstrated a decreasing capacity
of colonic mucosa to concentrate FITC-Dextran within the
crypt lumen. This was associated with leakage of FITC-
Dextran into the pericryptal spaces, suggesting increased
permeability of the mucosa. The increase in tissue conduc-
tance observed in vitro after abdominal irradiation in the
present study is in agreement with radiation-induced in-
creased permeability. The elevated tissue conductance (hat

FIG. 4. Agonist-induced short-circuit current responses after increasing
radiation doses. Measurements were performed at 4 days after abdominal
irradiation (TAI) and total-body irradiation (TBI). Increases in short-cir-
cuit current (Alsc) were induced by carbachol at 5 X 10 5 M (m), by
forskolin at 10 * M (@), by serotonin (5-HT, O) at 10 5 M, and by va-
soactive intestinal peptide (VIP, ) at 10-* M. The values are expressed
as a percentage of the value obtained for the control group (means =
SEM for 6 rats per group). Statistical comparisons were performed usi
a one-way analysis of variance (Tukey-Kramer test). **P < 0.01:
< 0.001 (significantly different from control values).

was observed as soon as the first day persisted up to 7 days
after exposure. The altered integrity of the colonic mucosa
may be an aggravating factor, which may facilitate the entry
of bacteria/antigens as well as the loss of fluid and electro-
lytes. Several investigators have reported radiation-induced
disruption of epithelial integrity in the small and large in-
testine during the first days after exposure (4, 27, 22). The
results of the present study using total-abdominal irradia-
tion are slightly different from those obtained previously
after 10 Gy whole-body irradiation, which failed to increase
tissue conductance at 7 days, although a twofold increase
of tissue conductance was observed at 3 days (/4).
Different investigators have raised questions about the
role of secretory processes in radiation-induced diarrhea. In
certain pathologies of the small intestine (23), diarrhea is
the consequence of changes in chloride secretion that led
to alteration of the transepithelial electrical driving force,
resulting in the secretion of Na* and water by osmotic pres-
sure. Augmentation of basal chloride secretion has been
demonstrated in the small intestine after irradiation (4, 22).
Our results suggest that such mechanisms may not be im-
plicated in the distal colon of the rat after exposure to ion-
izing radiation, since basal secretion, represented by the
short-circuit current, was reduced rather than enhanced after
abdominal irradiation (Fig. 3 and Table 3). Stimulated se-
cretion was also diminished by irradiation (Fig. 4 and Table
4). Different studies have reported radiation-induced hy-
poresponsiveness to secretagogues in the rabbit ileum as
well as in the mouse and rat colon during the first days
after irradiation (2/. 24, 25). This attenuation of secretory
processes indicates that decreased net water and sodium/
chloride absorption measured in vivo is due to a diminution
of absorption rather (o an increase of secretion. With regard
to agonist-stimulated secretion, the effects of 5-HT, VIP and



58

DUBLINEAU, MOREL AND GRIFFITHS




RADIATION-INDUCLED CHANGES IN THIE COLON 59

forskolin were all reduced. These agents stimulate Cl - se-
cretion by cAMP-dependent mechanisms. In contrast, car-
bachol-stimulated short-circuit current responses (Ca’ -de-
pendent response) were maintained alter irradiation (see
Fig. 4). An increased response (o carbachol was obtained
in the small intestine of the rat after 8 Gy whole-body ir-
radiation (26). In this study. the authors concluded that the
small intestine was more sensitive (o muscarinic regulation
alter irradiation. Further experiments are required for vali-
dation of this hypothesis for the distal colon.

The analyses of results obtained in vitro and in vivo have
provided evidence for modifications that were observed at
lower radiation doses when in vivo techniques were used
than with in vitro techniques. Changes induced by abdom-
inal irradiation were obtained at 10 Gy for in vitro secretory
function and at 9 Gy for in vivo absorptive [unction. This
observation was more marked after total-body irradiation
(8 and 6 Gy. respectively). This shilt suggests that regula-
tory factors released under in vive conditions may be im-
plicated in the radiation response of the distal colon of the
rat. which is consistent with the hypothesis of Vriesendrop
et al. concerning the implication of humoral substances in
radiation morbidity (27).

The results obtained after abdominal irradiation confirm
those described previously alter total-body irradiation (/4.
However. some dilferences are evident when the two types
of irradiation were compared. The first concerns the thresh-
old dose at which we observed the modifications. In this
study. water absorption in vivo was diminished by 70% at
4 days for a total-abdominal irradiation with 9 Gy, whereas
6 Gy total-body irradiation was sufficient to induce a 57%
reduction ol water absorption. A shift of 2 Gy for the EC,
values was thus observed after abdominal irradiation com-
pared to TBI. On the other hand. the two irradiation con-
figurations (total-abdominal irradiation and TBI) induced
quite different dose-response relationships in terms of the
shape of the curve. Functional alterations after whole-body
irradiation were gradual between 6 and 10 Gy and showed
a sigmoidal dose—response relationship. In contrast, abdom-
inal irradiation showed an ““all or none™ response. A shift
ol 2 Gy was also observed for the elfects of cAMP-depen-
dent agonist-stimulated short-circuit current responses. The
response ol colon tissue to these agents decreased after a
dose of 8 Gy TBI or 10 Gy total-abdominal irradiation, but
the diminution was of a similar magnitude (to 25% ot con-
trol group for forskolin, 5-HT and VIP). Interestingly, his-
tological alterations in the crypt structure were observed
for the same dose after TBI and total-abdominal irradiation
(10 Gy).

The difference between TBI and total-abdominal irradi-

ation may be explained in two ways: the shielding of a
small part of gastrointestinal tract in the abdominal irradi-
ation configuration, and the involvement of other biological
systems that are altered by whole-body irradiation. Shield-
ing as little as 10 cm of the small intestine of the rat has
been demonstrated 1o increase survival time significantly
compared to TBI (28). It was shown previously that im-
proved tolerance to radiation might be due to compensatory
hyperactivity of cells present in the shielded ileal loop (29).
Such mechanisms may explain the slight increase in sur-
vival time observed in mice after partial abdominal irradi-
ation compared with total abdominal irradiation (30). How-
ever. such mechanisms have not been described for colonic
function. and our irradiation configuration was not consis-
tent with the shielding of a small part of the small intestine.
since the irradiation field included the antral stomach and
duodenum in the upper part and the distal colon in the
lower part. Only the rectum was not irradiated with the
total-abdominal trradiation. and we think that the conse-
quences of this unshielded segment for the function of the
colon should be insignificant.

The effects ol total-body irradiation on the colon may
include effects caused by the radiation on other biological
systems such as the central nervous system. since the brain
is involved in the regulation of the function of digestive
tract. However, the involvement of the central nervous sys-
tem (through the vagus nerve. for example) in proximal
colonic functions after irradiation has not been studied ex-
tensively. A recent study has shown inhibition of increased
GRP tissue concentrations induced by total-body irradiation
in vagotomized rats.” but further work must be done to
estimate the consequences ol these neuropeptide concentra-
tion modifications on the function of the colon.

[t is likely that the dyslunction of other biological sys-
tems. notably the hematopoietic system. contributes to gas-
trointestinal damage. A study by Murphy ef al. demonstrat-
ed that shielding of the exteriorized intestine (75%) during
a 7-Gy X irradiation resulted in the seeding of hematopoi-
etic cells from mesenteric lymph nodes (or from blood in
the protected area) into the spleen (3/). The influence of
hematopoietic cells on the digestive system is quite com-
plex: Terry and Travis have demonstrated an effect of bone
marrow depletion on gastrointestinal death with no effect
on crypt survival (/5). In these experiments, a 4-5-Gy shift

= C. Marquette. C. Linard. J. Mathieu. A, van Uyc. M. Galonnier. P
Gourmelon, D. Clarencon. Subdiaphragmatic vagotomy modifies hypo-
thalamic cytokine (IL-1B and TNFa) production and gut GRP levels dur-
ing ionizing radiation-induced early inflammatory reaction. Presented at
the 30th Meeting of the European Society for Radiation Biology (Euro-
pean Radiation Research 2000). Warszawa, August 2000.

FIG. 5. Effect of abdominal v irradiation on the morpholog: wd histology of the colon. The phoetonirographs were obtained from control i panel

A) and irradiated rats studied 1 panel Bio 4 (panel C) and 7 divs
indicuted in the Muterials and VMethods (origimal magnificatios <0

‘mane! D) alter irradiation with 12 Cyv. Samples of distal colon were treated as
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in the lethal dose between TBI and total-abdominal irradi-
ation was not associated with a shift in jejunal crypt sur-
vival, which was similar for both irradiation configurations.
This study and others have thus failed to demonstrate any
direct effect of hematopoietic cells on crypt survival in the
jejunum (75, 30, 32), which suggests the involvement of
regulatory factors. In contrast, Hamilton, using localized
irradiation of the colon, described a significant difference
in crypt survival in the colon compared to animals exposed
to whole-body irradiation (33). The discrepancy between
this study and others may be due to the different irradiation
configurations, since only the colon was irradiated in this
study, thus leaving a significant fraction of nonirradiated
bone marrow.

A differential inflammatory response induced by expo-
sure to ionizing radiation may also be an explanation for
the difference between the effects of abdominal and total-
body irradiation. A recent study demonstrated that abdom-
inal irradiation provoked an inflammatory response, which
in turn stimulated hematopoiesis (34). The release of in-
flammatory mediators such as cytokines, eicosanoids or ni-
tric oxide seems to be the key in the tissue radiation re-
sponse, but the exact roles of the mediators need to be
determined (34-36). Moreover, the reduction in responses
to secretagogues observed after irradiation has also been
observed in inflammatory diseases (37). However, in our
model, histological analyses of distal colon demonstrated
only a moderate inflammation after abdominal irradiation
(see Fig. 5).

In conclusion, the results indicate that abdominal irradi-
ation induced alterations in the function of the colon at
higher doses than total-body irradiation. This difference in
the functionality of colon after irradiation was not associ-
ated with a shift of histological alterations. In addition, the
magnitude of the functional modifications observed after
total-abdominal irradiation were closely associated with
histological alterations; this was not the case after TBI.
Such observations are consistent with a release of regula-
tory factors induced by total-body irradiation at doses that
did not compromise crypt survival. This hypothesis may
explain the lack of a shift in the survival of jejunal crypts
observed by different investigators with these two irradia-
tion configurations (75, 30, 32). Hematopoietic status and
release of inflammatory mediators are most likely important
factors involved in these processes.
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ARTICLE 11 :

Altération de la voie de signalisation AMPc stimulée par le VIP dans le célon distal

de rat apres une irradiation abdominale.

Alterations of the VIP-stimulated cAMP pathway in rat distal colon after

abdominal irradiation.

E. Morel, 1. Dublineau, F. Lebrun and NM Griffiths. Am J Physiol Gastrointest

Liver Physiol 282 : G835-G843, 2002.

Objectifs :
Identification des altérations de la voie de communication AMPc dans le colon

distal de rat quatre jours apres une irradiation abdominale de 10 Gy v.

- Détermination in vitro de la réponse sécrétoire au VIP (Al maximale et
sensibilité (ECs))

- Mesure du nombre de récepteurs au VIP (préparations membranaires).

- Activité de I’adénylyl cyclase (préparations membranaires).

- Quantification de la production d’AMPc dans des cryptes isolées.

- Etude morphologique des cryptes.

Résultats :

= La diminution significative de la réponse maximale (Alg) au VIP n’est pas associée a

une modification de la sensibilité.



= Quatre jours aprées irradiation, la réponse sécrétoire a la forskoline, activateur direct
de I’adénylyl cyclase, est significativement diminuée tandis que la réponse sécrétoire
aux analogues de I’AMPc (dibutyryl et 8-bromo-AMPc) n’est pas différente de celle des
animaux témoins. Ceci suggere une altération de la voie de communication AMPc par

I’irradiation en amont de la protéine kinase A.

= Le nombre de récepteurs VIP est significativement diminué sans modification de leur

affinité.

= L’activit¢ de 1’adénylyl cyclase est diminuée aprés stimulation par le VIP

(significativement) ou la forskoline (non significativement).

= L’accumulation d’AMPc stimulée par le VIP et la forskoline est respectivement

diminuée de 80% et 50%.

= Une augmentation significative de la longueur des cryptes coliques sans modification
de leur largeur est observée quatre jours apres irradiation.

= La densité cellulaire est significativement diminuée a la fois dans la partie haute et la
partie basse des cryptes.

= Diminution non significative du nombre total de cellules par crypte.

La diminution de la réponse sécrétoire au VIP de la muqueuse colique quatre jours
apres une irradiation abdominale s’effectue sans modification de la sensibilité (ECsy).
Cette diminution de réponse est associée a une altération des mécanismes

intracellulaires de la voie de signalisation AMPc. Deux cibles semblent
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préférentiellement altérées par Uirradiation, les récepteurs VIP et ’adénylyl cyclase.
Cela explique une altération plus importante de la réponse au VIP par rapport a celle
de la forskoline. De plus, altération de la réponse sécrétoire n’est pas due a une

diminution majeure du nombre de cellules au sein des cryptes.

La voie AMPc pourrait-elle étre fonctionnellement inhibée par des
modifications radio-induites des voies de signalisation calcique et

GMPc ?
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Alterations of the VIP-stimulated cAMP pathway in rat
distal colon after abdominal irradiation
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Morel, E., I. Dublineau, F. Lebrun, and N. M. Grif-
fiths. Alterations of the VIP-stimulated cAMP pathway in
rat distal colon after abdominal irradiation. Am < Physiol
Gastrointest Liver Physiol 282: G835-(G843, 2002. First pub-
lished January 9, 2002; 10.1152/ajpgi.00457.2001.—Ionizing
radiation induces hyporesponsiveness of rat colonic mucosa
to vasoactive intestinal peptide (VIP). Possible mechanisms
responsible for this hyporesponsiveness of the cAMP commu-
nication pathway in rat colon were investigated. VIP- and
forskolin-stimulated short-circuit current (I,.) responses
were studied after a 10-Gy abdominal irradiation in Ussing
chambers as well as in single, isolated crypts. Adenylyl cy-
clase (AC) activity and VIP receptor characteristics were
determined in mucosal membrane preparations. In addition,
alterations in crypt morphology were studied. Impaired se-
cretory responses to VIP and forskolin were observed 4 days
after irradiation (decrease of 80%). cAMP analog-stimulated
I.. responses were unchanged. In isolated crypts, VIP- and
forskolin-stimulated cAMP accumulation was markedly re-
duced by 80 and 50%, respectively. VIP-stimulated AC activ-
ity and VIP receptor number were decreased in membrane
preparations. No major change of cellularity was associated
with these functional alterations. In conclusion, the de-
creased secretory responses to VIP of rat colon are associated
with reduced cAMP accumulation, decreased AC activity,
and diminution of VIP receptor numbers without a marked
decrease of crypt cell number.

colonic crypts; radiation; hyporesponsiveness; adenylyl cy-
clase; short-circuit current

FLUID AND ELECTROLYTE ABSORPTION is a major function of
the mammalian colon. It has been proposed that ab-
sorptive processes are the constitutive transport pro-
cesses in the basal state and that secretory processes
are stimulated by neurohumoral mediators (48). How-
ever, net Na'-dependent fluid absorption represents
both a larger Na* dependent absorptive process and a
smaller secretory process (19). Mediators that affect
these processes may be locally released agents such as
inflammatory mediators (prostaglandins), neurotrans-
mitters (acetylcholine), or neuropeptides [vasoactive
intestinal peptide (VIP)]. VIP is a potent secretagogue
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and is widely distributed in enteric neurons and nerve
fibers in all layers along the gut (50). Among other
effects on colonic physiology, VIP takes part in the
regulation of intestinal motility by its potent relaxing
effects on smooth muscle. In addition, VIP is a potent
vasodilatator and thus may indirectly affect epithelial
and smooth muscle functions (20). In epithelial cells,
VIP stimulates chloride secretion through a cascade of
events initiated by binding to specific G protein coupled
receptors associated to the adenylyl cyclase complex
located on the basolateral plasma membrane. The re-
sult is an increase of intracellular second messenger
cAMP levels and the opening of apical chloride chan-
nels in colonic epithelial cells leading to chloride secre-
tion (38).

Exposure to ionizing radiation causes severe fluid
and electrolyte loss leading to diarrhea. This effect of
radiation injury observed for high doses has been at-
tributed to the denudation of the epithelium lining the
small intestine, provoked by the disruption of mitosis
of the stem cells (23, 43). However, recent studies (34)
have reported alterations of fluid and electrolyte trans-
port induced by doses <10 Gy appearing without diar-
rhea and before significant denudation of the epithe-
lium. An active stimulation of basal fluid secretion and
modulation of ion transport (Na' and Cl ) have been
suggested in the small intestine after exposure to ion-
izing radiation (22). In addition, irradiation seems to
modify the tissue response to different stimulatory
agents. Indeed, previous studies (24, 36) focused on the
small intestine have shown that radiation exposure
decreases the responsiveness to theophylline, PGE,,
and electrical field stimulation in rat and rabbit ileum.
Such modifications of responsiveness could be due to
changes in local mediator concentrations. For example,
exposure to ionizing radiation results in altered intes-
tinal VIP tissue levels (28).

Secretory capacity of the colon has also been shown
to be modified by ionizing radiation. An hyporespon-
siveness of the rat or mouse colon to VIP and forskolin
has been characterized (16—18). Radiation-induced hy-
poresponsiveness to secretagogues demonstrated an
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impairment of chloride secretion normally implicated in
the intestinal response to luminal aggressions (54) that
highlight a suppression of local host defense reactions by
radiation. The VIP and forskolin hyporesponsiveness
suggests that the cAMP communication pathway is al-
tered by irradiation. Different mechanisms could be re-
sponsible for the colonic hyporesponsiveness observed
after irradiation to VIP, such as alteration of the binding
of VIP to its receptor, impairment of the coupling with
regulatory G protein, and transduction from protein G to
the catalytic unit of adenylyl cyclase. The intracellular
second messenger cAMP level could be affected either by
a decreased production or an increased degradation by
the phosphodiesterases (PDEs). A dysfunction of protein
kinase A (PKA) activation could be also an explanation.
The opening of apical C1~ channels, such as cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator, could be altered.
The aim of the present work was to investigate some
of these hypotheses by studying the mechanisms lead-
ing to chloride secretion stimulated by VIP in rat distal
colon. Secretagogue responses were investigated in
vitro in isolated rat distal colon in Ussing chambers. In
addition, we measured, for the first time, the in situ
cAMP accumulation in colonic single crypts isolated by
microdissection. Adenylyl cyclase activity and VIP-bind-
ing site characteristics were determined in mucosal
membrane preparations. Furthermore, an analysis of
crypt cellularity was associated with functional studies.

MATERIALS AND METHODS
Treatment of Animals

Experiments were performed in male Wistar rats weighing
~300 g (CERJ, Le Genest St Isle, France). Animals were
housed in groups (4/cage) for at least 7 days before the start
of the experiments in a ventilated and temperature-con-
trolled room. The day-night cycle was constant at a 12:12-h
light-dark cycle. All animals received a standard diet (model
105; UAR, Villemoisson sur Orge, France) and were given tap
water ad libitum. These experiments were conducted accord-
ing to the French regulations for animal experimentation
(Ministry of Agriculture, Décret, publication no. 87—848,
October 19, 1987).

Irradiation

Rats anesthetized with pentobarbital sodium (60 mg/kg ip)
were exposed to a single abdominal dose of gamma radiation
(%°Co; 10 Gy, 0.9 Gy/min). Collimation of the radiation source
resulted in a field of 5 X 20 cm. Anesthetized rats were placed
on a Plexiglas plate. Only the abdomen (zone between xy-
phoid cartilage and iliac crests) was in the field of irradiation;
the rest of the animal was shielded by lead. The control
animals were anesthetized and treated as irradiated animals
but were not exposed to the source.

Ussing Chamber Studies

The distal colon of control or irradiated rats was removed
under anesthesia and rinsed with physiological salt solution.
Animals were then killed 1, 4, or 7 days after irradiation with
an overdose of anesthetic. Samples were used for the follow-
ing experiments.

For the assessment of transepithelial electrical parame-
ters, the distal colonic tissues were stripped by blunt dissec-
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tion, mounted in Ussing chambers with a 0.64-cm? aperture
(Corning Costar, Cambridge, MA), and bathed on mucosal
and serosal surfaces with Ringer solution containing (in
mM): 115 NaCl, 25 NaHCO3, 0.4 KH>PO,, 2.5 KsHPO,, 1.2
MgCly, 1.2 CaCl; and 10 glucose. The solution was gassed
with 95% 02-5% COs, and maintained at 37°C, pH = 7.4.
Basal parameters were determined after an initial steady-
state period of 15 min: potential difference (PD), short-circuit
current (/s.), tissue conductance (Gt = I,./PD). I,. was mea-
sured by clamping the voltage at zero using a DVC-1000
voltage-current clamp (World Precision Instruments, Hert-
fordshire, UK). Agonist-stimulated .. responses were stud-
ied using VIP dose-response curves (5-500 nM) with a wash-
out period of 30 min between agonist additions. In additional
experiments, Al was measured in response to forskolin (10
uwM) and cAMP analogs (1 mM 8-Br cAMP and 1 mM dibu-
tyryl-cAMP). The change in Al.. was determined as the
difference between basal and stimulated conditions.

Measurement of Adenylyl Cyclase Activity and
VIP Receptors

All of these experimental steps were carried out on ice. The
adenylyl cyclase activity was measured on crude homogenate
of distal colonic mucosa as described previously by Griffiths
et al. (21). In brief, the mucosa was removed by scraping,
weighed, and homogenized (Ultra-Turrax 20,000 rpm, 2 X
30 s) in sucrose buffer (250 mM sucrose, 2 mM Tris-HCI, pH
7.4) containing protease inhibitor 1 mM phenylmethylsulfo-
nyl fluoride. The homogenate was centrifuged at 2,500 g for
15 min at 4°C, and the pellet was discarded. Supernatant
was frozen in liquid nitrogen until adenylyl cyclase activity
measurement. Membrane preparations were obtained with
an additional centrifugation at 20,000 g for 20 min. Pellets
were resuspended in sucrose buffer. The partially purified
membrane preparations were frozen in liquid nitrogen and
stored at —80°C until determination of VIP receptor charac-
teristics.

Measurement of Adenylyl Cyclase Activity

Adenylyl cyclase activity was measured as described pre-
viously for pig jejunal plasma membranes (21). Colonic mu-
cosa from two rats was pooled and used for each sample.
Homogenate protein (40 wg) was incubated for 15 min at
30°C in 80 mM Tris-maleate buffer containing 1 mM IBMX,
100 uM guanosine 5'-O-(3-thiotriphosphate), 100 mM cre-
atine phosphate, 100 mM creatine kinase, and 1 mM ATP.
Incubation was terminated by the addition of 1 M HCI.
Samples were neutralized with 1 M NaOH and stored at
—20°C before cAMP measurement by a competitive binding
protein assay (RIA; Amersham Pharmacia Biotech). Adenylyl
cyclase activity was measured in the absence (basal activity)
and presence of VIP 0.5 uM or forskolin 10 p.M.

Determination of VIP Receptor Characteristics

VIP specific binding sites were characterized on partially
purified colonic membrane preparations (100 g protein/40
ul) using the displacement of '**I-labeled VIP by increasing
concentrations of unlabeled VIP. Samples were incubated in
a 25 mM Tris-HCI buffer, pH = 7.5, containing 5 mM MgCl,,
0.5% bovine serum albumin, 0.1% bacitracin, 500 KIU/ml
aprotinin, and 55-80 pM '?*I-labeled VIP and 0.05-10 nM
unlabeled VIP to a final volume of 225 pl. Specific binding
was determined as the difference between 125I-labeled VIP
bound in the absence and presence of 1 uM unlabeled VIP.
Free and bound '**I-labeled VIP was separated by rapid
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filtration over GF/F filters presoaked in 0.3% polyethyleni-
mine followed by washing (3 X 4 ml) with 50 mM Tris-HCl
buffer, pH = 7.5. The apparent dissociation constant (Kq) and
maximum number of VIP-binding sites (Bmax) was calculated
with Scatchard analysis.

In situ cAMP Accumulation Measurement
in Single Colonic Crypts

To isolate crypts and to keep them alive, we have modified
the method used to measure cAMP in renal tubules previ-
ously described by Chabardes et al. (9). The distal colonic
mucosa was removed by scraping and kept on ice in a dissec-
tion buffer containing (in mM): 120 NaCl, 5 KCI, 0.33
Na,HPO,, 0.44 KH,PO,, 10 CH3COONa, 4 NaHCOs, 1
MgClz, 0.8 MgSO., and 0.5 CaCl, with 5 mM glucose, 10 mM
HEPES, 5 mM glutamine, 0.1% BSA, 1 pM indomethacin, 70
units of adenosine deaminase, and 0.1% bacitracin, pH = 7.2.
Incubation buffer has the same composition as the dissection
buffer except for the presence of 1 mM IBMX. The osmotic
pressure (determination based on measurement of the freez-
ing point depression, microosmometer, Roebling) was around
310 mosmol/l for the dissection buffer and 320 mosmol/l for
the incubation one. Crypts were individualized by hand mi-
crodissection with needles under stereomicroscopic observa-
tion and transferred with a volume of 2 pl with a Hamilton
syringe between two concave glass slides. After tight cover-
ing, each crypt was kept at ice-cold temperature and length
was measured under inverted microscope (X10 magnifica-
tion). After a 5-min preincubation period at 30°C, crypts were
incubated in a 2-ul solution containing either incubation
buffer alone or incubation buffer with forskolin (10 wM) or
increasing amount of VIP (from 0.1-100 nM) and were incu-
bated 4 min at 35°C. Incubation was stopped by rapidly
transferring crypts together with 1 pl of incubation solution
into a glass tube containing 20 .l of formic acid in absolute
ethanol (5% vol/vol). After an overnight evaporation to dry-
ness at 40°C, samples were stored at —20°C until cAMP
accumulation measurements.

cAMP contained in a single crypt was quantified by a
radioimunoassay (1??I-labeled RIA kit, NEN) slightly modi-
fied by Chabardes et al. (9). Potassium phosphate buffer (25
wl of 50 mM), pH 6.2, was added to the dry extracts before the
acetylation procedure. Under these conditions, the standard
curves range from 1 to 156 fmol/tube for cAMP and the
method allows measurement with accuracy 2—80 fmol of
cAMP.

Morphological Study of Rat Colonic Distal Crypts

Single crypts were isolated by hand microdissection with
needles as described above. Crypts were immediately trans-
ferred in a paraformaldehyde 4% solution for 30 min at room
temperature. Crypts were rinsed by transfer into two succes-
sive PBS baths and permeabilized by immersion for 10 min
in a Triton X-100 solution (0.1%). Crypts were rinsed twice
again in PBS before being transferred for 30 min at room
temperature in a nuclear staining solution containing PBS,
an excess of propidium iodide (12.5 uM) and RNAase. Each
sample was transferred onto a microscope coverslip in
mounting solution (luoromount G) and analyzed by confocal
microscopy (Bio-Rad MRC 1024, objective X40). After excita-
tion at 568 nm, pictures of the fluorescence intensity emitted
by the crypt cell nucleus were recorded from crypt surface
every 5 wm parallel to the crypt axis. Pictures of the crypt
surface were used to estimate the cell number per 100 um? at
the base and at the upper part of the crypt (see Fig. 5, B and
E). Pictures in the median plan of the crypt were used to
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determine the length, the width, and the cell number on the
perimeter of the crypt (see Fig. 5, C and F). The whole cell
number per crypt was estimated considering the crypt as a
cylinder (upper part of the crypt) with one extremity closed
by a half-sphere (base of the crypt). Analyses were made on
10 to 15 crypts per animal for control and irradiated rats.

Materials

Forskolin was obtained from Calbiochem-Novabiochem,
guanosine 5' triphosphate and adenosine deaminase were
from Boehringer, and fluoromount-G was from Southern Bio-
technology Associates. All other chemicals, enzyme sub-
strates, and salts were from Sigma.

Statistics

For each condition, the results are given as the mean = SE
of number of animals, except for Fig. 3A, which shows a
representative experiment and where n is the number of
crypts from one animal (n = 8-10). Comparison between
control and irradiated animals was performed by unpaired
t-test except for Ussing chamber data which were analyzed
by a one-way ANOVA followed by a Tukey-Kramer test. A P
level of 0.05 or less was considered statistically significant.

RESULTS
Ussing Chamber Studies

Basal values of electrical parameters. Determination
of the PD, I, and Gt in basal conditions provides
information about the integrity of the epithelial tissue.
Table 1 indicates values obtained in control and irra-
diated animals. The control values measured on days 1
(D1), 4 (D4), and 7 (D7) were not significantly different
and were pooled [for example, PD in (mV): D1, —6.6 =
1; D4, —7,1 = 0.8; D7, —8.9 = 1.4]. Irradiation did not
induce modification of basal values one day after expo-
sure. Four days after exposure, PD and I, were mark-
edly reduced. A strong, significant 2.3-fold increase of
conductance was observed. Seven days after exposure,
PD and I values returned toward the control values;
however, the conductance remained significantly ele-
vated.

Effect of VIP stimulation on I,. To investigate the
capacity of colonic tissue to respond to a secretagogue,
VIP dose-response curves were performed in control
and irradiated rats at 1, 4, and 7 days after exposure
(Fig. 1). In all cases, the maximal Al,. was obtained
with a VIP concentration around 100 nM. No change of
dose-response curves was observed at D1 after irradi-

Table 1. Basal electrical parameters of stripped
distal colonic tissues

Control Day 1 Day 4 Day 7
n 38 14 20 10
PD, mV -73+06 -68*0.8 -1.6+0.2F —4.4+0.5%
Lsc, pA/cm? 915 95+9 58 + 8% 113+9
Gt, mS/cm? 179+16 13.5*15 42.2*3.6% 26.9+3.6%

Values are means + SE for the number (n) of animals. Gt, tissue
conductance; PD, potential difference; .., short-circuit current. Data
were analyzed by ANOVA followed by a Tukey-Kramer test. *P <
0.05; TP < 0.01.
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Fig. 1. Dose response-curves of short-circuit current A(Is.) after
vasoactive intestinal peptide (VIP) stimulation in rat distal colon.
Al was determined in the presence of increasing concentrations of
VIP (5.107°-5.10~7 M) in stripped distal colonic tissue of control (;
n = 34) and in irradiated rats, 1 day (v; n = 13), 4 days (o; n = 14),
and 7 days (¢, n = 12) after irradiation. Data are expressed as the
means = SE for number of animals and analyzed by ANOVA fol-
lowed by a Tukey-Kramer test (*P < 0.05; **P < 0.01).

ation. In contrast, the VIP response was clearly de-
creased at 4 days after exposure. A similar diminution
of ~65% was observed whatever the VIP concentration
used. Consequently, the calculated mean effective con-
centration (ECso) values, concentration at which 50%
of the maximal response is reached (estimated from
dose-response curves of individual rats), were not dif-
ferent between control and irradiated animals (44.7 +
7 nM 4 days after exposure vs. 39.8 = 7 nM for control
values). Seven days after irradiation, the dose-re-
sponse curve was similar in maximal response and
ECs5o values for control and irradiated animals.
Hyporesponsiveness observed at 4 days is thus char-
acterized by a decrease of the maximal response capac-
ity without modification of sensitivity (ECso). The de-
creased maximal response may result from a reduced
number of different unities per unit of membrane area
implicated in the cAMP pathway (VIP receptors, pro-
tein G and/or of adenylyl cyclase). The lack of ECsq
modification suggests that the coupling of these differ-
ent elements was functional. A reduced maximal re-
sponse without modification of ECs has been already
observed by Griffiths et al. (21) after irradiation.
Effect of forskolin- and cAMP analogs on Al,. To
localize at day four the origins of eventual alterations
of the cAMP pathway, effects of agonists that act at
different steps of this communication pathway, were
investigated in Ussing chambers (Fig. 2). Addition of
forskolin, which activates directly the catalytic unit of
adenylyl cyclase, circumvents receptor-mediated mecha-
nisms. In control animals, Al measured in response to
forskolin was increased to a lesser extent than that
observed after VIP stimulation. The Al values ob-
served with the nonmetabolizable cAMP analogs,
which activate chloride secretion by direct PKA stim-
ulation, were approximately half of that obtained with
the VIP stimulation. A 10-Gy abdominal irradiation
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induced at D4, a marked decrease of 80% of maximal
Al response to both VIP and forskolin. In contrast no
significant differences of Al between control and irra-
diated groups were obtained when cAMP analogs,
dibutyryl-cAMP or 8-Br-cAMP, were used. These re-
sults suggest that the cAMP communication pathway
is altered by radiation upstream of the PKA activation,
and may be at the step of cAMP production by adenylyl
cyclase.

In situ cAMP accumulation measurement in single
colonic crypt. The above data suggest that there is an
impaired cAMP production after exposure to ionizing
radiation. cCAMP accumulation has been measured in
single isolated crypts, the morphological and func-
tional unit of the colonic epithelium. Dose-response
curves for cAMP accumulation in isolated crypts were
performed using increasing amounts of VIP (Fig. 3).
Without VIP stimulation, the basal production of
cAMP was close to the detection threshold for the two
groups. Under VIP stimulation, a plateau was obtained
with a dose of 10 nM for control group and the value of
maximal amount of cAMP per crypt for 4 min incuba-
tion was 12.8 + 2.9 fmol/crypt. In the irradiated group,
maximal response was obtained for a VIP concentra-
tion of 100 nM and cAMP production in isolated crypts
from irradiated rats was markedly decreased by 80%.
Diminution of the response was associated with de-
crease in sensitivity, because ECs¢ for the irradiated
animals was greater than that of the controls (2.8 + 1.9
nM for the irradiated vs. 0.3 = 0.07 nM for the control).
Figure 4 shows the effect of irradiation on VIP and
forskolin-stimulated ¢cAMP accumulation in crypts.
The maximal response obtained after a 1078 M VIP
stimulation (see Fig. 3) is indicated for comparison.
Addition of forskolin increased cAMP accumulation in
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Fig. 2. Effect of irradiation on stimulated /.. responses in rat distal
colon. Alsc was determined in the presence of VIP (10~ M), forskolin
(10-5 M), dibutyryl-cAMP (Db-cAMP) (10~3 M), and 8-bromoad-
enosine 3',5'-cyclic monophosphate 8-Br-cAMP (103 M) in control
(filled bars) and irradiated animals (open bars) 4 days after exposure.
Data obtained with n = 5-10 animals are expressed as the means *
SE for the number of animals. Statistical difference between control
and irradiated animals was analyzed by unpaired ¢-test (***P <
0.001).

Forskolin

AJP-Gastrointest Liver Physiol « VOL 282 « MAY 2002 « www.ajpgi.org



CAMP PATHWAY AND IRRADIATION IN RAT DISTAL COLON

>
w

16 100

N

75

©

50

(fmol/crypt/4 min)

~
*
*
*

25

cAMP accumulation
(% of maximal response)

17

G839

Fig. 3. Effect of irradiation on VIP-stimulated
c¢AMP accumulation in crypts of rat distal colon.
A: representative experiment from one control
(@) and from one irradiated animal (0) 4 days
after exposure. cAMP accumulation is expressed
as fmol/erypt for 4 min incubation (n = 8-10
crypts). B: mean values of several experiments
expressed as percentage of the maximal VIP re-
sponse (108 M) per crypt for 4 min incubation
(n = 6-11 animals). Analysis of statistical differ-
ence between control and irradiated groups was
performed by the unpaired Student’s ¢-test (¥P <
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isolated crypts of control animals (12-fold). In irradi-
ated animals, forskolin-stimulated cAMP increase was
only 50% of that observed in control group. cAMP
production in response to VIP stimulation was thus
more altered by irradiation than the response to fors-
kolin.

Estimation of the length and crypt cell number of rat
colonic distal crypts. This study was undertaken to
ascertain whether the diminution of cAMP production
was related to a decrease in the crypt cell number.
Pictures of individualized crypts from control and irra-
diated rats are shown on Fig. 5. Parameters of the
morphological study are reported on Table 2. Irradi-
ated crypts were significantly longer than the control
crypts with a 30% increase. There were no significant
differences of the crypt width (49 = 1 um for control vs.
46 = 2 um for irradiated group) and of the cell number
on the perimeter of the median plan (84 = 2 cells for
control vs. 78 = 5 cells for irradiated group). The cell
number per 100 pm? at the bottom and at the upper
part of the crypt were significantly decreased for the

HH#

HH#

-
N
1

©

cAMP accumulation
(fmol/crypt/4 min)

IS
L

Basal VIP Forskolin

Fig. 4. cAMP accumulation in response to VIP and forskolin stimu-
lation in isolated colonic crypts 4 days after irradiation. cAMP
accumulation was measured in basal and stimulated conditions (VIP
108 M, forskolin 103 M) in control (filled bars) and irradiated (open
bars) animals. Analysis of statistical difference was performed by
unpaired Student’s ¢-test. (**P < 0.01 and ***P < 0.001 differences
between control and irradiated groups; ###P < 0.001 differences
between basal and stimulated control groups).

T g 0.05; #*P < 0.01; *#**P < 0.001).
-8 -7

log [VIP]M

irradiated animal by 47 and 33%, respectively. Moreover,
in crypts of control animals, the cell number per 100 pm?
was significantly higher at the bottom than in the upper
part of the crypt. This difference was not evident in crypts
from irradiated animals 4 days after exposure. This study
shows a number of crypt cells for the control animals
comparable with values reported from the literature for
the rat descending colon from 620 to 1,300 cells per crypt
(44, 53). Finally, the estimated whole cell number per
crypt was only slightly decreased in crypts from irradi-
ated animals (—25%, not significant).

Adenylyl cyclase activity measurements. Further bio-
chemical measurements were performed to investigate
the adenylyl cyclase activity 4 days after irradiation
(Fig. 6). In the control group, adenylyl cyclase activity
was increased by 5.2-fold under VIP or forskolin stim-
ulation compared with basal activity. After irradiation,

Controls
A" T40um - D

Irradiated
40 um
o

Fig. 5. Morphology and cellularity of crypts of rat distal colon 4 days
after a 10-Gy abdominal gamma irradiation. Isolated crypts are
obtained from control and irradiated animals and are prepared and
stained as described in MATERIALS AND METHODS. A and D: crypt
morphology without staining. B and E: crypt cells nucleus at the
crypt surface (used to estimate the cell number per 100 pm? at the
base and at the upper part of the crypt). C and F: cell nucleus in the
median plan of the crypts (used to determine length, width, and cell
number on the perimeter of the crypt).
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Table 2. Colonic crypt morphology 4 days after
a 10-Gy abdominal irradiation
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Table 3. Characteristics of VIP-receptors 4 days after
abdominal irradiation in rat distal colon

Control Irradiated
Length, pm 204 +7 271+ 9%
Cell number/100 p.m?
Basal part 3.3%x03 1.6+0.17%
Upper part 2.6*0.1% 1.6x0.27
Total cell number/crypt 845+35 65284

Values are means = SE for 6-7 animals. Morphological study,
described in MATERIALS AND METHODS, was performed in isolated
distal colonic crypts. Analysis of statistical differences between con-
trol and irradiated animals was performed using Student’s ¢-test.
*P < 0.05; TP < 0.001.

VIP-stimulated adenylyl cyclase activity was de-
creased by 50%, whereas the activity stimulated by
forskolin was only slightly decreased (~20%). Basal
activity was increased by 4.3- and 5.9-fold under VIP
and forskolin stimulation, respectively. The decreased
adenylyl cyclase activity, more important with VIP
than with forskolin stimulation, suggests modification
of VIP receptors by irradiation.

VIP-receptor characteristics. VIP specific binding
sites were characterized in membrane preparations of
control and irradiated rats 4 days after exposure (Table
3). In both groups, Scatchard analysis of the satura-
tion-binding curve fits with high and low affinity bind-
ing sites model. These data are in agreement with
previous studies showing two sites of VIP receptors in
the rat and human colon (12, 32). Irradiation did not
alter affinity values of either the high or low affinity
binding sites. In contrast, receptor numbers were sig-
nificantly reduced in irradiated animals by a factor of 2
for both binding sites. This reduction of VIP receptor
number without affinity modification is in agreement
with the decreased secretory response without altered
ECso values observed in Ussing chambers.
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Fig. 6. Effect of irradiation on adenylyl cyclase activity of rat distal
colon. Basal, VIP (5.10 7 M), and forskolin (10°®> M) stimulated
adenylyl cyclase activities were determined in control (m) and irra-
diated (0) animals 4 days after exposure as described in MATERIALS
AND METHODS. Results are expressed as pmol cAMP produced per
milligram protein per 15-min incubation time and are given as the
means + SE for 11 animals. Analysis of statistical differences was

0.001, differences between control and irradiated groups; ###P <
0.001, differences between basal and stimulated control groups)

Kp VIP binding, nM Buax VIP binding, fmol/mg

Site 1 Site 2 Site 1 Site 2

Control 0.13-0.01 140x0.10 34.20=3.41
Irradiated 0.12+0.02 1.81:0.51 15.93+1.97+

117.75+15.33
68.49 - 12.17%

Values are means * SE for 5 animals. Membranes were prepared
from distal colonic mucosal scrapings described in MATERIALS AND
METHODS. Statistical difference between values was performed using
Student’s ¢-test. *P < 0.05; TP < 0.01.

DISCUSSION

In the present study, we have shown that 4 days
after total abdominal irradiation (10 Gy) I, responses
to VIP and forskolin are markedly attenuated in rat
distal colon. Moreover responses to cAMP analogs were
similar in tissues from irradiated and sham-irradiated
animals (Fig. 2), which suggests an alteration proximal
to activation of PKA and chloride channels. Thus the
decreased responses observed in Ussing chamber ex-
periments may stem from among other causes: 1) al-
tered VIP receptor binding and/or coupling of recep-
tor-G protein; 2) modified adenylyl cyclase activity; 3)
modified cAMP production and/or degradation; 4) al-
tered crypt cell number. Several approaches were thus
employed to determine which factors may contribute to
the observed hyporesponsiveness.

In membrane preparations, VIP-stimulated adenylyl
cyclase activity was significantly decreased (similar to
observations in Ussing chambers), whereas forskolin-
stimulated activity was only slightly decreased. Effect
of irradiation on adenylyl cyclase activity has already
been observed in a different model. A reduction of both
VIP and forskolin-stimulated adenylyl cyclase activity
has been reported (21) (47 and 27%, respectively) in
membranes isolated from pig jejunum seven days after
an irradiation of 6 Gy. The adenylyl cyclase dysfunc-
tion induced by irradiation may have several origins
such as direct effect of irradiation, oxidative stress,
hypoxia, or inflammatory mediators.

Chatterjee et al. (11) have shown that a high dose of
irradiation could have a direct effect at the protein
level: a gamma irradiation dose-dependent diminution
of the activity of the enzyme (300 Gy) has been ob-
served in Escherichia coli. However, in our model, a
direct effect of irradiation on the adenylyl cyclase
seems unlikely at an irradiation dose of 10 Gy.

Irradiation generates reactive oxygen species that
provoke peroxidation of membrane lipids leading to a
modification in the lipid membrane composition as-
sociated with a change in membrane microviscosity.
These microenvironmental modifications may modify
enzyme functionality of the adenylyl cyclase and
may affect the receptor-coupled regulatory G protein
(31, 49).

Hypoxic conditions could be induced by ionizing ra-
diation, because irradiation leads to microvascular en-
dothelial apoptosis and to the loss of capillaries and
some venules with, irradiation dose as low as 2 Gy (3, 41).
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CAMP PATHWAY AND IRRADIATION IN RAT DISTAL COLON

A previous study has shown that hypoxia may also
inhibit adenylyl cyclase activity: a significant reduction
in forskolin- and VIP-stimulated cAMP production and
stimulated Cl~ secretion was observed in T84 cells
after an hypoxic period of 72 h (52). Thus hypoxia
seems to have a pronounced effect on cAMP-dependent
responses. In our model, we cannot exclude that dys-
function of the cAMP pathway may be due, in part, to
hypoxia induced by abdominal irradiation.

Hyporesponsiveness to secretagogues has been ob-
served in irradiated rat colon and ileum (17, 36), as
well as in cases of experimental colitis (2, 5), or of
human inflammatory bowel disease (26, 45). Inflam-
matory reactions after ionizing radiation exposure are
characterized by neutrophil infiltration, increased ad-
hesion molecule expression, and increased levels of
nitric oxide (NO) (7, 18, 35, 37, 40). With regard to the
involvement of NO, it has been shown in mouse colon
that after irradiation, epithelial hyporesponsiveness to
electrical field stimulation and forskolin was reversed
by inhibition of inducible NO synthase (iNOS) in vitro
(18). NO has been reported to have a direct inhibitory
effect on adenylyl cyclase activity (39). Preliminary
experiments performed in rat colon using an iNOS
inhibitor (L-NIL) have shown partial recovery (~40%,
not significant) of VIP- and forskolin-stimulated Al
responses in tissue from irradiated animals (E. Morel
unpublished observations). However, the responses re-
mained much lower than those obtained from tissue of
control animals that suggests a weak involvement of
NO in our conditions. The ability of NO to inhibit
adenylyl cyclase stimulation seems to be dependent on
the nature of the isoform present (27). The types of
isoform present in rat distal colon may be different
from those found in mouse colon and may respond
differently in function of irradiation.

Impaired VIP-stimulated adenylyl cyclase activity
and reduced VIP-stimulated cAMP production induced
by irradiation is associated with a 50% decrease of the
VIP receptor number without modification of their af-
finity. Modifications of VIP receptor characteristics
have already been observed after irradiation (21). In-
crease of VIP concentration in colon may be responsible
for modification of VIP receptor characteristics. Hock-
erfelt et al. (29) described an increase in VIP concen-
tration and a number of VIP immunoreactive nerve
fibers in human colonic mucosa after irradiation. VIP-
increased levels could lead to desensitization and in-
ternalization of the VIP receptors (6). In the present
study, the decrease of VIP receptor number observed
after irradiation is unlikely to be due to an internal-
ization, because results were obtained on whole mem-
branes of the colonic mucosa. However, a degradation
of the internalized VIP receptor by lysozymes could be
postulated as a maximal increased lysozomal activity
has been reported from 40—72 h after irradiation in the
rat intestine (4).

Impaired adenylyl cyclase activity and VIP receptor
functionality are in agreement with our results of a
marked reduction of cAMP quantity measured in crypts.
In the present work, measurement of very low amounts
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of cAMP has been achieved for the first time in single,
isolated and individualized colonic crypts. Measurements
were made on intact and complete crypts composed of
epithelial cells at different stages of differentiation. In
isolated crypts, VIP dose-response curves of cAMP accu-
mulation are obtained for a 10% lower VIP concentration
than VIP concentration necessary to obtain maximal
secretory response in a Ussing chamber (compare Fig. 1
with Fig. 3). This discrepancy could be explained by an
easier access of VIP to receptors, a less important non-
specific binding, and a lower degradation of the agonist
on isolated crypt than in the stripped tissue mounted in
Ussing chambers. This difference could be also due to the
intervention of the steps downstream of the cAMP pro-
duction (such as PKA activation or opening of the chlo-
ride channels) that are not considered in isolated crypts.
Experiments with an epithelial monolayer in Ussing
chambers have shown similar threshold stimulation for
VIP (0.1 nM) and maximal effect (10 nM) (15). Thus data
obtained in single crypts are in agreement with these
values.

An increase in cAMP catabolism by PDE is another
hypothesis that could explain the decreased cAMP accu-
mulation. However, the same 80% decreased response to
VIP observed both in Ussing chambers and in isolated
crypt under the PDE inhibitor IBMX and the discrepancy
of VIP and forskolin responses observed in isolated crypt
may suggest that PDE is not involved in our conditions
and reinforces the implication of the receptor-regulatory
G protein-adenylyl cylase coupling. Nevertheless, mea-
surements of cAMP accumulation performed in single
crypts did not allow the investigation of mechanisms
leading to an increased cAMP degradation, because
IBMX, a large-spectrum PDE inhibitor, was used in these
experiments. Theoretically, the threshold of the PKA
activation can be reached either by activation of adenylyl
cyclase or by inhibition of cAMP dependent-PDE. Accord-
ing to Houslay and Milligan (30), two modes of regulation
have been defined depending on both the type of isoform
of adenylyl cyclase isoforms and PDE present: 1) one with
high activity of the adenylyl cyclase and PDE in which a
response is triggered by PDE inhibition alone and 2) one
with low activity of the adenylyl cyclase and PDE in
which a stimulation of the adenylyl cyclase is necessary.
In our model, the lack of increase of cAMP in basal
conditions under PDE inhibition may be due to the sec-
ond mode. However, further experiments are needed to
understand whether the regulation of cAMP pathway is
localized on adenylyl cyclase and/or on PDE.

Hyporesponsiveness to VIP of rat distal colon in vitro
observed in the present study could be related, in part,
to a loss of crypt cell numbers and a modification of the
characteristics of the crypt cells. :

A slight decrease of crypt cell number was associ-
ated with an increased crypt length without modifi-
cation of the width that suggests an increase of cell
size. Similarly unchanged crypt cellularity and in-
creased length have been described in the rabbit
ileum after irradiation (24, 25). These observations
are associated with a change in cell shape from
columnar to cuboidal. An alteration of cell shape has
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also been observed after exposure of rabbit colon in
vitro to acidic medium that led rapidly to increased
cell size and to recovery of epithelial integrity (33).
Thus the marked reduction of cAMP production in
isolated crypts after irradiation is not associated
with a significant decrease of crypt cell number.
Nevertheless, this small 25% reduction of the cell
number may concern an important number of secre-
tory cells, leading to a significant loss of secretory
response. Indeed, the proportion of cryptal cells of
different types has been shown to vary differently
after an irradiation (8). The hyporesponsiveness to
VIP is transitory, because Is. responses returned to
normal values at 7 days after exposure. Temporal
evolution of radiation effects may be explained by the
crypt cell turnover time (4). The cell population orig-
inating from stem cells located at the base of the
crypt produces by division new proliferative and dif-
ferentiating cells. Sunter et al. (51) have calculated a
total crypt cell production rate of 7.3 new cells per
hour in rat descending colon and a total number of
crypt cells ~735, which may lead to a crypt renewal
in about 4 days. These data suggest that most of the
crypt cell replacement has been achieved 4 days after
irradiation. Thus alteration in VIP response ob-
served after irradiation should be due to modifica-
tions of cells that appeared after exposure and sug-
gests that impaired secretory capacity to VIP
stimulation of crypt cells at 4 days may be the result
of changes in the differentiation pathway or to a less
mature state as proposed by Gunter-Smith (24). Ir-
radiation is known to have an effect on proliferation
and on differentiation (42, 47). Colonic cells covering
the whole crypt epithelium from irradiated animals
may be at stages of differentiation and maturation
different from that of nonirradiated animals and
thus could be poor in VIP-receptor number or
equipped with nonfunctional receptors. Indeed, cell
surface VIP receptor expression and activity has
been hypothesized as an indicator of intestinal cell
differentiation (10). A gradient of cAMP production
has been reported along the villus-to-crypt axis; i.e.,
cAMP production is greater in duodenal crypts than
in villus enterocytes in basal and VIP- and forskolin-
stimulated conditions suggesting a relationship be-
tween cAMP communication pathway and differen-
tiation (1). Craven and DeRubertis (13) have shown
that 7) the basal cAMP content and the cAMP pro-
tein kinase activity was lower in cell populations
harvested from colonic crypt zones compared with
superficial cells and 2) the cyclic nucleotide PDE
activity was markedly higher in cells from crypt base
with respect to lumen cell preparations (46). Fur-
thermore, Defer et al. (14) have shown that the
expression of adenylyl cyclase isoforms with their
different regulation mode may vary with the degree
of cell differentiation. These observations reinforce
the interest to undertake further work to investigate
the localization of adenylyl cyclase isoforms along
the crypt to understand effect of irradiation on the
cAMP communication pathway.
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In conclusion, the present work clearly shows that an
abdominal gamma irradiation markedly attenuates
VIP-stimulated Al responses of the rat colonic mu-
cosa 4 days after exposure. A part of the mechanisms
leading to this impaired secretion has been elucidated.
Functional and morphological aspects of this study
show that the hyporesponsiveness to VIP of the rat
colon is associated with a reduced cAMP accumulation,
a decreased adenylyl cyclase activity, and a diminution
of VIP binding site number without change of cellular-
ity. Moreover, for the first time, measurement of cAMP
accumulation has been achieved in single isolated
crypts.
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ARTICLE III :

Effets de ’irradiation sur les voies de signalisation AMPc, GMPc et Ca’" et leurs

interrelations dans le colon distal de rat.

Effects of irradiation on cAMP, cGMP and Ca?* communication pathways and on

their interaction in rat distal colon.

E. Morel, I. Dublineau and N. M. Griffiths. Radiation Research, soumis pour

publication.

Objectif :
- Comparaison de ’effet d’une irradiation abdominale (9Gy X) sur les voies
de signalisation AMPc, GMPc et calcique.
- Implication des voies de signalisation calcique et GMPc dans I’altération

radio-induite de la voie de communication AMPc.

- Détermination in vitro de la réponse sécrétoire au VIP (voie AMPc), au
carbachol (voie calcique), a la guanyline ou de I’oxyde nitrique (NO) (voie
GMPc).

- Etude in vitro de I’effet d’un inhibiteur de la NO synthase inductible (iNOS)
sur la réponse sécrétoire aux différents agonistes.

- Quantification de la production d’AMPc en réponse au VIP en présence de
carbachol, de guanyline ou de NO dans des cryptes isolées.

- Mesure de la production de GMPc en réponse a la guanyline et au NO dans des

cryptes isolées.
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- Estimation du nombre de récepteurs au carbachol (préparations membranaires).

Résultats :

- Effet de I’irradiation sur les voies de communication AMPc, GMPc et calcique.

= La réponse sécrétoire via la voie de communication AMPc ainsi que 1’accumulation
de I’AMPc dans les cryptes, stimulées par le VIP ou la forskoline, sont
significativement diminuées quatre jours aprés une exposition aux rayonnements
ionisants (irradiation abdominale de 9 Gy X).

= La faible réponse sécrétoire via la voie de communication GMPc, stimulée par le
donneur de NO (SNP) ou la guanyline n’est pas altérée apres irradiation. La réponse
sécrétoire au NO, qui stimule la guanylyl cyclase soluble, est plus importante que celle
a la guanyline, qui stimule les guanylyl cyclases membranaires. Le GMPc, déterminé en
treés faible quantité dans les cryptes de rats témoins, est indétectable apres irradiation.

= Aprés irradiation, [’augmentation significative de réponse pour une faible dose de
carbachol est en accord avec une augmentation de I’affinité des récepteurs. La réponse
sécrétoire via la voie calcique est diminuée (non significativement) pour des doses
¢levées de carbachol en accord avec une diminution du nombre de récepteurs

muscariniques.

- Effet de I’irradiation sur les interrelations potentielles entre les voies de

communications APMc/GMPc et AMPc/calcique
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= Les réponses sécrétoires obtenues apres addition simultanée de VIP et de carbachol
ne sont pas additives ou synergiques. L’irradiation ne modifie pas I’interrelation entre la
voie AMPc et la voie calcique dans laquelle la voie calcique semble prédominante.

= La co-stimulation VIP+SNP amplifie la diminution de la réponse au VIP observée a
la fois pour la sécrétion d’ions chlorures et la production d’AMPc chez les animaux
irradiés. La présence d’un inhibiteur de la forme inductible de la iNOS ne modifie pas
les réponses sécrétoires aux différentes stimulations (VIP, guanyline, NO, carbachol)
chez les animaux témoins ou irradiés suggérant que la iNOS n’est pas impliquée dans

I’altération radio-induite de la réponse sécrétoire stimulée par le VIP.

Les réponses des voies de communication AMPc et calcique ne sont pas additives ou
synergiques, chez les animaux témoins ou irradiés, la voie calcique semblant
prédominante.

L’effet inhibiteur du NO sur la réponse au VIP, observé apreés irradiation, ne semble
pas faire intervenir la voie GMPc, et semble donc résulter d’un effet direct du NO sur
la voie AMPc.

La forme inductible de la NO synthase ne semble pas impliquée dans [’altération

radio-induite de la réponse sécrétoire au VIP.

La diminution de production d’AMPc dans les cryptes et de ’activité
de l’adénylyl cyclase est-elle due a une modification radio-induite de

P’expression des isoformes de I’adénylyl cyclase ?
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Effect of Radiation on cAMP, cGMP and Ca2*, Pathways and their
Interactions in Rat Distal Colon
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Morel, E., Dublineau, I. and Griffiths, N. M. Effect of Ra-
diation on cAMP, cGMP and Ca?*, Pathways and their Inter-
actions in Rat Distal Colon. Radiat. Res. 160, 263-272 (2003)

The secretory response implicatéd in the intestinal response
to luminal attack is altered by radiation. The cAMP, cGMP
and Ca?*; pathways leading to secretion as well as the inter-
actions between the cAMP pathway and the cGMP or Ca**,
pathway were studied in the rat distal colon 4 days after a 9-
Gy abdominal X irradiation, when modifications mainly oc-
curred. The secretory response in Ussing chambers and cAMP
and ¢cGMP accumulation in single isolated ‘crypts were mea-
sured. The muscarinic receptor characteristics were deter-
mined in mucosal membrane preparations. The secretory re-
sponse by the cAMP pathway (stimulated by vasoactive intes-
tinal peptide or forskolin) and the cAMP accumulation in
crypts were decreased (P < 0.05) after irradiation. The weak

secretory response induced by the cGMP pathway (stimulated

by nitric oxide or guanylin) was unaltered by radiation, and
the small amount of cGMP determined in isolated crypts from
the control group became undetectable in the irradiated
group. Inducible NOS was not involved in the hyporespon-
siveness to VIP after irradiation (there was no effect of an
iNOS inhibitor). The secretory response by the Ca2*, pathway
(stimulated by carbachol) was unaffected despite a decreased
number and increased affinity of muscarinic receptors. The
non-additivity of VIP and carbachol co-stimulated responses
was unmodified. In contrast, VIP and SNP co-stimulation
showed that NO enhanced the radiation-induced hyporespon-
siveness to VIP through a reduced accumulation of cAMP in
crypts. This study provides further understanding of the effect
of ionizing radiation on the intracellular signaling pathways.
© 2003 by Radiation Research Society

INTRODUCTION

After exposure to ionizing radiation, secretagogue-stim-
ulated responses have been reported to be attenuated in both

! Author to whom correspondence should be addressed at Institut de
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santé de I’Homme et de Dosimétrie, Section Autonome de Radiobiologie
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Cedex, France; e-mail: isabelle.dublineau @irsn. fr.
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the small and large intestine (/-4). This has been demon-
strated in both rat and mouse colon after either abdominal
or total-body irradiation (4—7). Major modifications of the
secretory processes in the rat distal colon are generally ob-
served 3 to 5 days after an abdominal or total-body irra-
diation (3, 7). These time-dependent functional changes
could be related to the renewal time of the colonic epithe-
lium (4.3 days) (8). An understanding of the mechanism(s)
underlying the radiation-induced epithelial hyporesponsive-
ness of chloride secretion to secretagogues is of particular
importance, and it may be useful in developing postexpo-
sure treatments since secretion of chloride and water pre-
vents transepithelial migration of bacteria and endotoxins.
An alteration of this process after exposure to ionizing ra-
diation may lead to the impairment of the intestinal re-
sponse to luminal attack (6, 9) that highlights a suppression
of local host defense reactions by radiation. The exact
mechanism underlying this dysfunction is unclear, but it
may depend on the alteration of the intracellular pathways
which are affected differently by radiation or on the mod-
ification of the interaction between these pathways.

The responses to secretagogues such as vasoactive intes-
tinal peptide (VIP) or forskolin which act through activa-
tion of adenylyl cyclase (AC) and intracellular cAMP pro-
duction seem most markedly affected by radiation (/0). A
recent study demonstrated that the decreased secretory re-
sponse to VIP was associated with a decreased adenylyl
cyclase activity and a diminution of VIP receptor numbers
in the rat distal colon (7). The reason for the decreased AC
activity was unclear, but it was found to be independent of
crypt cell numbers. Of note in this study and a previous
one was the fact that short-circuit current responses to a
single dose of carbachol (muscarinic cholinergic agonist)
were unchanged after irradiation (3, 7). The effect of ion-
izing radiation on [Ca**]-associated pathway seems to be
controversial. Radiation has been shown to increase the
mRNA for (/1) and the activity of PRKC in cell lines (12).
This shows that intracellular communication pathways
which are implicated in secretagogue responses are affected
differently after irradiation. :

The communication pathway in rat distal colon involving
guanylyl cyclase has rarely been studied either under nor-
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‘mal conditions or after irradiation. The endogenous peptide
guanylin and NO donors, which activate membrane-bound
and soluble guanylate cyclase, respectively, have both been
shown to have secretory effects. NO may lead to an in-
crease -of cGMP in some tissues (/3), and thus radiation
may affect the cGMP pathway since an increase in NO
content has been shown in the mouse and rat intestine after
irradiation (14, 15). !

It is now accepted that there is “cross-talk” between the
different intracellular communication pathways. An in-
crease in [Ca’*]; may attenuate adenylyl cyclase activity

and thus cAMP production (16, 17). Such cross-talk is fur-

ther complicated by the existence of adenylyl cyclase iso-
forms. Moreover, to date, ten isoforms of adenylyl cyclase
(AC) have been cloned and characterized with distinct tis-
sue distributions and regulatory properties. Some AC iso-
forms are regulated directly by NO, thus raising the pos-
sibility of additional cross-talk between NO and cAMP
pathways (/8). Data from the literature show examples of
cross-talk between these communication pathways in gas-
trointestinal and other tissues (16, 19, 20). To our knowl-
edge, the effect of ionizing radiation on possible cross-talk
between these communication pathways in rat distal colon
has not been studied.

Thus the aim of this study was to examine the extent to
which cAMP, cGMP and Ca?*; regulation of chloride se-
cretion in the rat distal colon is modified by abdominal
irradiation. The radiation-induced alteration of the secretory
response through the cAMP pathway may involve the in-
hibitory effect of the cGMP and/or Ca?*; communication
pathways. Thus potential cross-talk between the cAMP
communication pathway and the other communication
pathways was investigated. The effect of radiation on the
different pathways was assessed in vitro in isolated samples
of distal colon placed in Ussing chambers with the respec-
tive agonists: VIP and forskolin stimulation for the cAMP
pathway, carbachol for the Ca?*, pathway, and guanylin and
sodium nitroprusside for the cGMP pathway. The effect of
these agonists was investigated alone or combined with co-
stimulation by the presence of VIP. Accumulation of cAMP
and ¢cGMP was also measured in single colonic crypts iso-
lated by microdissection, using the same agonists alone or
in combination. In addition, the determination of the char-
acteristics of the muscarinic receptors implicated in the car-
bachol response was made in mucosal membrane prepara-
tions.

MATERIALS AND METHODS
Treatment of Animals

Experiments were performed using male Wistar rats weighing approx-
imately 300 g (CERJ, Le Genest St Isle, France). Animals were housed
in groups (four per cage) for at least 7 days before the start of the ex-
periments in a well-ventilated, temperature (21°C)-controlled room. The
day—night cycle was constant at 12 h light and 12 h dark. All animals
received a standard diet (105 from UAR, Villemoisson sur Orge, France)
and were given tap water ad libitum. The experiments were conducted

according to the French and European regulations for animal experimen-
tation (Ministry of Agriculture, Act 2001-464, 29 May 2001).

Irradiation

Rats anesthetized with isoflurane (2.5%, flow rate of 0.4 liter/min) were
exposed to a single 9-Gy abdominal dose of X rays (Philips, 225 kV, 0.5
mm copper filter, 0.62 Gy/min). The dose rate in the field and the dose
of radiation delivered were determined with a thermoluminescence do-

simeter (2 cm LiF tube) inserted into a rat phantom (MIX-D) (21); a 4- ~

min exposure yielded a dose of 2.47 Gy. For irradiation, anesthetized rats
were placed supine on a warmed Plexiglas plate placed at 300 mm under
the base of the collimator. Collimation of the radiation beam resulted in
a field of 200 X 200 mm. A 55-mm area including the abdomen (between
xiphoid cartilage and iliac crests) was in the field of irradiation; the rest
of the animal was shielded by lead (5 mm thick). The control animals
were anesthetized and treated the same as the irradiated animals but were
not exposed to radiation.

Ussing Chamber Studies

The effect of abdominal irradiation was studied 1, 4 and 7 days after
exposure. On each experimental day, rats were anesthetized with sodium
pentobarbital (60 mg/kg i.p., Nembutal, Sanofi). Under anesthesia, the
distal colons of -control or irradiated rats were removed and rinsed with
physiological salt solution. Animals were then killed humanely after an
overdose of anesthetic. Samples were used for the following experiments.

For the measurement of transepithelial electrical parameters, the mus-
cle layers were removed by blunt dissection and then mounted in Ussing
chambers with 0.64-cm? apertures (Dominique Dutscher s.a., Brumath,
France) and bathed on mucosal and serosal surfaces with a 1-ml Ringer
solution containing 115 mM NaCl, 25 mM NaHCO,, 0.4 mM KH,PO,,
2.5 mM K,HPO,, 1.2 mM MgCl,, 1.2 mM CaCl, with 10 mM glucose.
The solution was gassed with O,/CO, (95%/5%) and maintained at 37°C,

- pH 7.4. Different basal parameters—potential difference (PD), short-cir-

cuit current (I.), and tissue conductance (Gt = I, /PD)—were determined
after an initial steady-state period of 15 min. Short-circuit current was
measured by clamping the voltage at zero using a DVC-1000 voltage-
current clamp (World Precision Instrument, Hertfordshire, UK). Outward
short-circuit current observed in the Ussing chamber was due to accu-
mulation of negative charges in colonic lumen. Several reports have
shown that in the rat distal colon, basal and stimulated short-circuit cur-
rent is principally due to chloride secretion; this had been confirmed by
2Na and ¢Cl flux studies (22-25).

Agonist-stimulated increases in I, were studied under several condi-
tions. The change in the I, value was determined as the difference be-
tween basal and stimulated conditions (AL,). Secretagogue I,, responses
are thus expressed as AL, (stimulated minus basal values), which takes
into account changes in basal L. A diminution of secretagogue-stimulated
AI, response was thus attributed to the diminution of response and not
to an elevated basal I since a diminution of basal short-circuit current
was observed (data not shown). I, was studied using dose-response
curves to carbachol (CCh; muscarinic agonist, 1-100 wM) with a washout
period of 30 min between agonist additions. The effect of radiation on
the secretory responses evoked by activation of the cAMP, Ca?*; and
¢GMP signaling pathways was measured in response to either VIP (1
wM), carbachol (10 wM), guanylin (1 wM) or sodium nitroprusside (SNP;
100 wM). To assess the interactions between the cAMP pathway and the
other communication pathways, the following co-stimulation experiments
were carried out: VIP (1 pM) + carbachol (10 pM), VIP (1 wM) +
guanylin (1 pM), and VIP (1 pM) + SNP (100 pM). VIP, CCh and SNP
were added to the serosal side, whereas guanylin was added to the mu-
cosal side. Further experiments were performed without or with L-N¢-(1-
iminoethyl)lysine, HC1 (L-NIL) (3 M) added to the serosal side of sam-
ples of the same colon to investigate the role of NO and inducible NOS
in the alteration in VIP-stimulated secretory responses. After an initial
steady-state period of 15 min, L-NIL was added and left for 15 min before
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the addition of VIP (1 wM), carbachol (10 wM) or forskolin (10 pi).
Basal parameters were determined after the initial steady-state period o/,f
15 min and at the end of each agonist stimulation except after stimulation
with forskolin.

Determination of Muscarinic Receptor Characteristics

The experiments were performed 4 days after irradiation on either ir-
radiated or sham-irradiated rats. Muscarinic receptor characteristics were
measured on membrane preparations of distal colonic mucosa. All of
these experimental steps were carried out on ice. The mucosa was re-
moved by scraping, weighed and homogenized (Ultra-Turrax 20,000; ro-
tations, 2 X 30 s) in sucrose-Tris buffer (250 mM sucrose, 2 mM Tris-
HCI, pH 7.4) containing a protease inhibitor, phenyl-methyl sulfony] fluo-

ride (PMSF) (1 mM). The homogenate was centrifuged at 2500g for 15°

min at 4°C and the pellet was discarded. Membrane preparations were
obtained with an additional centrifugation at 20,000g for 20 min. The
pellets (partially purified membranes) were resuspended in sucrose buffer,
frozen in liquid nitrogen, and stored (-80°C) until use.

For determination of the characteristics of muscarinic receptors, the
samples were incubated for 75 min at 30°C with increasing concentrations
of the labeled non-selective muscarinic antagonist [°H]-QNB, 1-Quinu-
clidinyl [phenyl-4-*H] benzilate (specific activity 1.89 TBg/mmol), rang-
ing from 0.05 to 15 nM in buffer containing 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
0.5 mM MgCl, 8 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, 1 mM CaCl, and 0.5%

BSA, pH 7.2. For each concentration of [*H]-QNB (0.05 to 15 nM), the

experiments were performed in duplicate on 160 g of membrane protein
using preparations pooled from several animals (from two to five). Non-
specific binding was determined by addition of 100 wM atropine in the
incubation buffer. After incubation, samples were filtered under vacuum
through Whatman GF/B glass fiber filters (presoaked overnight in 0.6%
polyethylenimine) and rinsed three times with 4 ml of 10 mM cold Tris
solution with 0.2% BSA (pH 7.4). The radioactivity was counted in a
Packard liquid scintillation counter. The apparent dissociation constant
(Ky) and maximum number of VIP-binding sites (B,,,) were calculate

using Scatchard analysis. v

In Situ Measurement of Accumulation of cAMP and ¢cGMP in Single
Colonic Crypts

To isolate crypts and to keep them alive, we used a method described
previously (7). The distal colonic mucosa was removed by scraping and
kept on ice in a dissection buffer containing 120 mM NaCl, 5 mM KCl,
0.33 mM Na,HPO,, mM KH,PO,, 10 mM CH,COONa, 4 mM NaHCO,,
1 mM MgCl, 0.8 mM MgSO,, 0.5 mM CaCl,, 5 mM glucose, 10 mM
Hepes, glutamine 5 md, 0.1% BSA, 1 pM indomethacin, 70 units of
adenosine deaminase, and 0.1% bacitracin, pH 7.2. The incubation buffer
has the same composition as the dissection buffer except for the presence
of 1 mM isobutyl-methyl xanthine (IBMX). Crypts were individualized
by hand microdissection with needles under stereomicroscopic observa-
tion and transferred with a volume of 2 pl! with a Hamilton syringe
between two concave glass slides. After it was covered tightly, each crypt
was kept at ice-cold temperature and the length was measured under an
inverted microscope (10X magnification).

After a 5-min preincubation period at 30°C, crypts were incubated 4
min at 35°C in a 2-pl solution containing either incubation buffer alone,
incubation buffer with forskolin (10 wM) or VIP (10 nM) for cAMP
measurements or with guanylin (1 pM) or SNP (1 mM) for cGMP mea-
surements. To investigate at the second messenger level the interactions
between the cAMP pathway and the cGMP and Ca?*, pathways, the fol-
lowing co-stimulation experiments were carried out: VIP (10 nM) + car-
bachol (1 pM), VIP (10 nM) + guanylin (1 M) and VIP (10 nM) +
SNP (1 mM). Incubation was stopped by rapidly transferring crypts to-
gether with 1 ul of incubation solution into a glass tube containing 20
wl of formic acid in absolute ethanol (5% v/v). After an overnight evap-
oration to dryness at 40°C, samples were stored at —20°C until measure-
ments of cAMP or cGMP.

250
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log [Carbachol} (M)

FIG. 1. Dose-response curves of AL, for carbachol-stimulated I, re-
sponses in rat distal colon. AL, was determined in the presence of in-
creasing concentrations of carbachol (106 to 104 M) in stripped distal
colonic tissue of control (@, N = 7) and itradiated rats, 1 (J, N = 7),
4 (A, N = 8) and 7 days (O, N = 7) after irradiation. Data are expressed
as the means = SEM and analyzed by one-way ANOVA followed by a
Tukey-Kramer test. *P < 0.05.

Cyclic AMP and cGMP contained in a single crypt were quantified by
a radioimmunoassay (cAMP ‘[ RIA kit and cGMP 2] RIA kit, NEN)
modified slightly by Chabardes (26). Twenty-five microliters of 50 mM
potassium phosphate buffer, pH 6.2, was added to the dry extracts before
the acetylation procedure. Under these conditions, the standard curves
range from 1 to 156 fmol/tube for cAMP and from 0.6 to 125 fmol/tube
for cGMP. The method allows the measurements with a range of 2 to 80
fmol cAMP and 1 to 60 fmol cGMP. However, it was necessary to pool
five crypts to measure cGMP accumulation. Since this was the first time
c¢GMP has been measured in isolated crypts, an internal control was used
to test the effect of SNP on cGMP accumulation; this was carried out
using isolated rat glomeruli. SNP (1 mM) increased cGMP by 23.20 +
1.47 fmol/glomerulus, a value similar to that reported by Nonoguchi and
colleagues (5.83 = 0.32 fmol/glomerulus) (27).

Materials

Forskolin was obtained from Calbiochem-Novabiochem; GTP and
adenosine deaminase were from Boehringer. *H-QNB (specific activity
1.89 TBg/mmol) was obtained from Amersham, UK. All other chemicals,
enzyme substrates and salts were from Sigma.

- Statistics

For each condition, the results are usually given as the mean value for
N animals * the standard error of the mean (SEM). For isolated crypt
experiments, at least 8-10 crypts were obtained from each animal. For
the muscarinic receptor binding site study, N represents the number of
replicate experiments with pooled membrane preparations. Comparison
between control and irradiated animals was performed by a Mann-Whit-
ney rank sum test or a one-way ANOVA followed by a Tukey-Kramer
test and an unpaired Student’s ¢ test for muscarinic receptor characteris-
tics. A P level of 0.05 or less was considered statistically significant.

RESULTS
Effect of Carbachol Stimulation on Al after Irradiation

The effect of ionizing radiation on the Ca?*; pathway was
investigated with carbachol dose-response curves deter-
mined in control and irradiated rats 1, 4 or 7 days after
exposure (Fig. 1). In all cases, the maximal Al response
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FIG. 2. Effect of a 9-Gy abdominal X irradiation on muscarinic re-
ceptor characteristics in the rat distal colon 4 days after irradiation. Data
were obtained for four mucosal preparations (as described in the Materials
and Methods) from 19 animals for the control group (M) and with five
mucosal preparations from 12 animals in the irradiated group (C]). The
y axis shows the value of K, in nM or of B,,, in pmol/mg protein, ex-
pressed as means = SEM. The difference between control and irradiated
groups was analyzed by an unpaired Student’s ¢ test. **P < 0.01. K,
dissociation constant; B,,,,, maximal binding capacity.

was obtained with a CCh concentration around 10 pM. At
1 day after irradiation, no change in the dose-response
curve was observed. At 4 days after irradiation, Al re-
sponses for the lower CCh doses were increased signifi-
cantly (50%), while the maximal CCh response (CCh con-
centration >10 M) was lower (30%, NS), indicating a
complex pattern of responses. This observed increase of
50% of AI_ responses at low CCh doses may result from
a modification of the characteristics of the muscarinic re-
ceptors 4 days after irradiation. The apparent ECs, (con-
centration at which 50% of the maximal response was at-
tained) was calculated which showed no significant modi-
fication of sensitivity in the irradiated animals (2.3 = 0.5
wM) compared to the control group (3.2 = 0.4 pM). Seven
days after irradiation, the dose-response curve was similar
to that obtained in control animals in terms of the apparent
EC;, and Al response.

Characteristics of Muscarinic Receptors

The results of the determination of the characteristics of
mucosal muscarinic receptors in control and irradiated rats
are shown in Fig. 2. The data are in agreement with a single

binding site model and with results from the literature (28,

29). The K, and B,,,, values were determined for [*H]-QNB
concentrations ranging from 0.05 to 9 nM, and for the con-
trol rats, the K, and B,,, values were 1.05 = 0.10 nM and
0.62 = 0.05 pmol/mg protein, respectively. After irradia-
tion, the K, and the number of sites (B,,,) were significantly
decreased to 0.24 + 0.02 nM and 0.13 = 0.01 pmol/mg
protein, respectively (unpaired Student’s ¢ test, P < 0.001).
Thus, at 4 days after an abdominal irradiation of 9 Gy in
the rat distal colon, muscarinic receptor binding site affinity
was increased, whereas the site number was decreased.

FIG. 3. Effect of VIP, carbachol, SNP and guanylin on short-circuit
current (AL,) responses in rat distal colon. Al,, was determined in the
presence of vasoactive intestinal peptide (VIP, 10-¢ M), carbachol (CCh,
10 M), sodium nitroprusside (SNP, 10~ M) and guanylin (105 M) in
control (M, N = 6) and irradiated animals ((J, N = 6) 4 days after
irradiation. Data are expressed as means = SEM and were analyzed by
a Mann-Whitney rank sum test. **P < 0.01.

Effect of Radiation on VIP-, Carbachol-, SNP- and
Guanylin-Stimulated Al Responses

Figure 3 shows the effects of agonists which act through
the different pathways (CAMP, cGMP, Ca?*) to increase
short-circuit current. In irradiated animals, the VIP-stimu-
lated Al values were attenuated by some 50%, as has been
demonstrated previously (7). In contrast, CCh-induced AL,
responses were not modified significantly. Simultaneous se-
rosal and mucosal addition of the NO donor SNP evoked
much lower I responses compared to VIP or CCh. These
latter results are in agreement with values from the litera-
ture (30). However, no significant difference in the AI re-
sponses after addition of SNP was observed between con-
trol and irradiated animals. Similar to SNP, guanylin-stim-
ulated responses were very small, and again no significant
change was observed after irradiation (6 = 1 wA/cm? con-
trol compared to 8 + 2 pA/cm? irradiated). The differences
in the magnitude of I, responses to carbachol and VIP com-
pared to responses to SNP and guanylin indicate that cho-
linergic and cAMP pathways are predominant in the secre-
tory processes in comparison with the cGMP pathway, as
has been described previously in the rat distal colon (31).
Furthermore, the data clearly indicate that the cAMP com-
munication pathway seems to be preferentially altered by
radiation.

Effect of Radiation on Combined Agonist Al Responses

The effect of radiation on the possible interactions be-
tween the cGMP or Ca?*; and the cAMP communication
pathways was investigated by the simultaneous addition of
VIP + carbachol or VIP + SNP in the distal colon from
control and irradiated rats. The results are shown in Fig. 4.
First, in controls, the VIP + carbachol-stimulated Al re-
sponse was 143 = 32 pA/cm?, which was similar to that
for carbachol alone (161 * 20 wA/cm?) and greater than
that for VIP alone (94 = 15 pA/cm?). However, the VIP
and carbachol AL, responses were not additive or synergis-
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FIG. 4. Effect of co-stimulation of carbachol and SNP on VIP-stim-
ulated AL, responses. Al,, was determined in the presence of vasoactive
intestinal peptide (VIP, 10-¢ M), carbachol (CCh, 10-5 M), sodium nitro-
prusside (SNP, 10~ M), or both CCh (105 M) and VIP (10-¢ M) or SNP
(10-* M) and VIP (10-¢ M) in control (M, N = 5) and irradiated animals
(], N = 5) 4 days after irradiation. Data are expressed as means = SEM
and were analyzed by a Mann-Whitney rank sum test. Comparison be-
tween control and irradiated animals for VIP-stimulated AL, response:
**P < 0.01; comparison between control and irradiated animals for VIP
+ SNP-stimulated Al response: *P < 0.05; comparison between VIP-
and VIP + SNP-stimulated AL, response for irradiated animals: tP <
0.05.

tic. As shown in Fig. 4, the combined VIP + carbachol-
stimulated AL, response was unchanged after irradiation.

When VIP and SNP were added in combination, the AL,
response (76 = 25 wA/cm?) was not different from that
obtained with VIP alone (94 = 15 pA/cm?). This suggests
that the presence of the NO donor has no effect on the VIP-
stimulated AL, response in control rats. In contrast, in tissue
from irradiated animals, the VIP-stimulated AL response
in the presence of SNP was reduced more drastically (by
63%) (P < 0.05) compared to the response in the presence
of VIP alone (44%). The difference in the decrease in AL,
observed in the presence or absence of SNP in the irradi-
ated animals is significant (P < 0.05). Thus the radiation-
induced attenuation of VIP-stimulated I, responses is great-
er in the presence of an NO donor.

Effect of an iNOS Inhibitor on VIP-, Carbachol- and
Forskolin-Stimulated Al,, Responses

The role of the production of NO by the inducible iso-
form of nitric oxide synthase (iNOS) in radiation-induced
hyporesponsiveness was investigated by addition of an
iNOS inhibitor, L-NIL. The response to carbachol, VIP and
forskolin, a direct activator of adenylyl cyclase, was studied
in the presence of L-NIL (Fig. 5). Addition of forskolin,
which' circumvents receptor-mediated mechanisms, stimu-
lated the AL, in control animals to the same extent in com-
parison with VIP. Radiation induced a significant reduction
of the forskolin response, which was identical to the re-
duction observed for the VIP response. Addition of L-NIL
induced no significant modification of the carbachol-, VIP-
and forskolin-stimulated responses in control or irradiated
rats. Thus iNOS does not appear to be involved in the ep-
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FIG. 5, Effect of an iNOS inhibitor on VIP-, carbachol- and forskolin-
stimulated AL, responses. Al was determined in control animals (N =
14) with or without L-NIL and in irradiated animals (N = 14) with or
without L-NIL in the presence of carbachol (CCh, 10-% M), vasoactive
intestinal peptide (VIP, 10-° M) or forskolin (10~ M) 4 days after irra-
diation. Data are expressed as means = SEM and were analyzed by one-
way ANOVA followed by a Tukey-Kramer test. *P < 0.05; **P < 0.01.

ithelial hyporesponsiveness 4 days after irradiation in the
rat distal colon.

In Situ Measurement of cAMP and cGMP Accumulation
in Single Colonic Crypts

Cyclic AMP accumulation and, for the first time, cGMP
were measured in single isolated crypts, the morphological
and functional unit of the colonic epithelium, 4 days after
irradiation. Figure 6 shows that basal levels of cAMP ac-
cumulation were very low (close to the detection threshold
of the assay) and were similar in crypts obtained from both
control and irradiated animals. After addition of VIP, ac-
cumulation of cAMP increased to 7.6 = 1.0 fmol/crypt per

cAMP accumulation
(fmol/crypt/4 min)
L
*
%%

VIP VIP VIP VIP
+ + +

CCh Guanylin SNP

FIG. 6. Measurement of CAMP accumulation in single colonic crypts.
Representative experiment from control (ll) and irradiated animal () 4
days after irradiation. Cyclic AMP accumulation was measured under
basal and stimulated conditions (10 M VIP, 10-5 M CCh, 10-* M SNP
and 10-° M guanylin or with simultaneous addition of VIP + CCh or
VIP + SNP or VIP + guanylin at the same concentrations) and is ex-
pressed as fmol/crypt for 4 min incubation (N = 8-10 crypts). Analysis
of significant differences between crypt of control and irradiated animal
was performed by a Mann-Whitney rank sum test. *P < 0.05; **#*P <
0.001.
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TABLE 1
Measurement of cGMP Accumulation in Isolated
Rat Distal Colonic Crypts*

Basal Guanylin " SNP
(fmol/10 crypts  (fmol/S crypts (fmol/5 crypts
per 4 min) per 4 min) per 4 miin)
Control 4 1.14 = 0.42 0.96 = 0.35
Irradiated 4 4 4

2 Values obtained by pooling five crypts together from control or ir-
radiated animals.

»¢GMP accumulation was below the threshold of detection of the
method of measurement (<0.6 fmol).

4 min. VIP-stimulated cAMP accumulation in crypts from
control animals was not significantly modified by simulta-
neous addition of carbachol (1 pM), SNP (1 mM) or guan-
ylin (1 pM). After irradiation, VIP-stimulated cAMP ac-
cumulation was decreased by 50% (P < 0.05). When the
agonists were added in combination (VIP + CCh or VIP
+ guanylin), no differences were observed in control or
irradiated crypts. Conversely, simultaneous stimulation
with VIP + SNP induced a marked decrease of 82% in the
c¢AMP accumulation in crypts from irradiated animals (P
< 0.001). This inhibition by SNP of VIP-induced cAMP
accumulation is in agreement with the markedly decreased
secretory response after addition of the combination of VIP
+ SNP in irradiated animals. Thus NO appears to have an
inhibitory effect on the VIP-stimulated secretory response
and cAMP accumulation after irradiation in the rat distal
colon.

With regard to ¢cGMP in isolated crypts, basal cGMP
levels were below the threshold of detection even when
several crypts were pooled (<0.6 fmol). After SNP or
guanylin stimulation, cGMP levels increased to a value of
1.14 = 0.42-or 0.96 = 0.35 fmol/5 crypts per 4 min of
incubation time, respectively (Table 1). Neither guanylin
nor SNP induced a measurable accumulation of ¢cGMP at
4 days after irradiation in rat distal colon. Thus guanylin
does not appear to increase cGMP after irradiation or to
have an effect on VIP-stimulated cAMP accumulation,
which is in agreement with the lack of effect on VIP-stim-
ulated I responses.

DISCUSSION

This study demonstrates that abdominal irradiation mod-
ified secretory functions in rat distal colon mainly at 4 days
after exposure. The secretagogue responses are affected dif-
ferently after exposure to ionizing radiation through the ac-
tions of the activated intracellular communication pathways
(cAMP, cGMP and Ca2*)). The observed changes are prob-
ably a combination of direct radiation-induced changes and
secondary changes due to differences in nutritional status
after abdominal irradiation. The contribution of fasting in
radiation-induced dysfunction of the secretory response of
the rabbit ileum has been determined in Ussing chambers

(I). In that case; the author found a small increase in the
baseline I, 24 h after fasting that remained elevated during
the 96-h study period. It was suggested that fasting over-
estimates the decreased food intake of irradiated animals.
Similarly, in another study performed in the mouse distal
colon, starvation was shown to increase basal electrogenic
CI- secretion and to enhance the secretory response to mus-
carinic activation (32). These results differ from those ob-

tained in the present study, where a marked decrease of | .

basal I, was measured 4 days after irradiation together with
a slight decrease rather than an increase in the carbachol
induced-secretory response. In addition, some histological
observations made after irradiation were found to be dis-
similar to those seen after a period of fasting. For example,
irradiation led to an increase of the proliferative zone (33~
35) and a shortening of the cell cycle time (36), whereas
starvation induced no change in the size of the proliferative
compartment and a lengthening of the cell cycle time (37,
38). Thus, as concluded by Gunter-Smith (7), it seems un-
likely that radiation-induced changes in food intake con-
tribute markedly to the alterations in secretagogue respons-
es in the rat distal colon.

In the rat distal colon, in agreement with other reports,
addition of carbachol elicits the greatest increase in short-
circuit current (AL, followed by VIP/forskolin and to a
lesser extent guanylin/sodium nitroprusside. After irradia-
tion, with regard to carbachol-induced effects on Al, no
significant decrease was noted after a single CCh dose (see
Figs. 3 and 4) or during the CCh dose-response curve ex-
periments (Fig. 1). However, at a low carbachol dose, a
significant increase in the Al,, response was observed 4
days after irradiation. This is in agreement with the ob-
served increase in the affinity of the muscarinic receptors.
At this time after irradiation, the number of muscarinic
binding sites was markedly decreased, which may explain
in part the slight decrease in the maximal response ob-
served in the carbachol dose—response curve. The secretory
response to carbachol involves muscarinic receptors for
which five subtypes are known to date (39). However, in
the rat colon, only the muscarinic receptors of the M3 (ma-
jority) and M1 classes have been shown to be located on
epithelial cells and on enteric nerves, respectively (40, 41).
It is possible that radiation may alter different muscarinic
receptors, of which only a certain fraction may be impli-
cated in the secretory response. Muscarinic receptors have
also been shown to be associated with goblet cells and to
increase mucus secretion (42), and thus radiation may also
have a heterogeneous effect on the various receptor sub-
types that are expressed by different cell types of the co-
lonic epithelium. In the rat colon, it has been demonstrated
that addition of acetylcholine results in an increase in
[Ca>+], in'the less differentiated cells located at the base of
the crypt (43). After exposure to jonizing radiation, an in-
crease in the proliferative compartment containing the less
differentiated cells in intestinal crypts has been observed
(33, 34), which may be associated with the maintenance of




31

RADIATION AND cAMP, cGMP AND Ca?*-SENSITIVE PATHWAYS IN RAT COLON 269

the global secretory response after addition of.carbachol.
Studies using measurement of [Ca**]; in isolated crypts
from irradiated animals would allow further elucidation of
this response. - :

In contrast to carbachol responses, VIP- and forskolin-
stimulated AI_ responses, both of which are mediated by
the CAMP pathway, were markedly reduced. A part of the
mechanism leading to this impaired secretion has been elu-
cidated. Hyporesponsiveness has been associated with a re-
duced cAMP accumulation and a decreased adenylyl cy-
clase activity. and VIP binding site number without affinity
modification (7). These results were observed without a
significant reduction in crypt cell numbers. However, this
does not preclude the influence of the state of differentia-
tion/maturation of crypt cells on responses. The basal con-
tent of CAMP and cAMP-dependent protein kinase is lower
in the less differentiated cell population at the base of the
crypt compared to luminal surface cells (44). In addition,
cyclic nucleotide phosphodiesterase (PDE) activity is mark-
edly higher in cells at the crypt base compared with su-
perficial crypt cells. Such an increased activity is in agree-
ment with lower basal or indeed stimulated cAMP levels.
Moreover, after irradiation, a decrease in the I, response of
the cAMP pathway to theophylline (PDE inhibitor) was
correlated with the emergence of mitotic figures in the in-
testinal crypts during the proliferating recovery phase (33).
Thus the alteration of the secretory response associated
with a decreased accumulation of cAMP in crypts observed
4 days after irradiation may be explained in part by changes
in the differentiation pathway or by a less mature state of
the cells.

A reduction in adenylyl cyclase activity may also be as-
sociated with increases in intracellular calcium. Data from
the literature show multiple examples of interactions be-
tween [Ca?*]; and cAMP communication pathways; in par-
ticular, isoforms AC V and VI may be inhibited by physi-
ological increases in [Ca**]; (45, 46). In rat distal colon,
inhibition by intracellular [Ca?*], is possible since AC V
and VI have been found in the distal colonic crypts (35).
However, the present study does not show any inhibitory
or stimulatory effect of carbachol on accumulation of
c¢AMP in isolated crypts. However, it has been suggested
that the expression of one Ca?* inhibitable AC does not
always confer a strong inhibition of AC activity by a par-
ticular agonist which elicits increases in [Ca?*], (I7). The
lack of diminution of the VIP secretory response in the
presence of carbachol and the fact that the profile of the
co-stimulated response is similar to the response to carba-
chol alone suggest that the strong response of the [Ca**];-
mediated pathway counterbalanced the decrease in the
cAMP response. After irradiation, the unaltered carbachol-
stimulated response remains predominant in the VIP + car-
bachol-stimulated response.

¢GMP is another intracellular signaling pathway that
may interact with adenylyl cyclase in a negative manner to
reduce cAMP levels. The guanylate cyclase signaling mol-

ecules that produce cGMP involve both plasma membrane
and cytosolic enzymes. The present data show only a very
slight response to guanylin which stimulates the membrane-
bound guanylate cyclase, and this was of the same order of
magnitude as that observed in the rat distal colon after ac-
tivation by the bacterial heat-stable enterotoxin (STa) (31),
which shares the same receptors as the endogenous peptide
guanylin (47). This very slight secretory response was in
agreement with the very low amount of cGMP measured |
for the first time in individualized isolated colonic crypts.

~ After irradiation, the response to guanylin both in"isolated

tissue and in crypts was completely abolished. As in the
case of adenylyl cyclase localization (35), the cGMP con-
tent has been shown to be greater in the upper part of the
crypt than in the less differentiated cells of the basal part,
while the gradient of cGMP phosphodiesterase activity was
the converse (44). Thus the presence of less differentiated,
less mature cells at 4 days after irradiation may explain our
inability to detect cGMP in isolated colonic crypts.

The vasodilator sodium nitroprusside (SNP), an NO-do-
nating compound and an activator of soluble guanylate cy-
clase (48, 49), has been used frequently in studies that fo-
cused on the effect of NO or soluble guanylate cyclase on
the colonic ion transport (25, 50). The recent study of Sakai
using SNP as an NO donor demonstrated that NO is re-
sponsible for the induction of the chloride secretion and
that this effect was almost completely inhibited by an NO
scavenger (50). In the present study, the secretory response
to the NO donor was greater than that obtained from stim-
ulation of particulate guanylyl cyclase by guanylin. The

-discrepancy between guanylin and NO may be explained

by an effect of NO or SNP through a cGMP-independent
mechanism in crypt cells, leading to the release of PGE,,
which also promotes a secretory response (51). This may
also explain the very low levels of cGMP in isolated crypts.
Indeed, Wilson and colleagues have reported that immu-
nolocalization of cGMP production after SNP stimulation
was restricted to the subepithelium of rat distal colon (51).
This also suggests that only a small part of the effect of
NO on colonic mucosa may be mediated by ¢cGMP pro-
duction. Four days after exposure to ionizing radiation,
SNP-stimulated AI_ responses were unchanged, whereas
¢GMP accumulation in isolated crypts was completely
abolished. These data obtained using either guanylin or
SNP suggest that radiation modified the activity of soluble
guanylyl cyclase. These results are in agreement, and they
suggest a secretory response stimulated by NO, with a
mechanism that is mostly independent of cGMP production
and that is unchanged by radiation. SNP can also release
cyanide as well as NO, but concentrations of SNP up to 1
mM do not contribute in a cytotoxic way to the SNP effect
on the chloride secretion (25).

Several lines of data support the hypothesis that NO is
implicated in radiation-induced epithelial hyporesponsive-
ness to agonists. MacNaughton and colleagues, using sev-
eral approaches, have reported an increase of iNOS
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(NOS2A) mRNA levels and nitrate/nitrite concentrations af-
ter irradiation (15) as well as a lack of hyporesponsiveness
to agonists in iNOS-- mice (6). The present study provides
evidence for an interaction between the NO and the cAMP
communication pathway since attenuation of the VIP se-
cretory response in the presence of the NO donor SNP is
more pronounced in the irradiated animals than in the con-
trol animals. In irradiated animals, the decrease in the se-
cretory response to VIP was associated with a reduction of
the second-messenger cAMP accumulation in isolated
crypts. Thus NO or one of its related compounds must elicit
a direct inhibitory effect at the crypt level because sub-
mucosal elements (nerves, blood vessels, immunocompe-
tent cells) are not present in single isolated crypts. Since
SNP-stimulated cGMP accumulation in isolated crypts was
very low, this suggests that the inhibition of cAMP accu-
mulation by NO is not mediated through the cGMP path-
way. In this context, recent work has demonstrated that NO
may directly regulate adenylyl cyclase isoforms V/VI (18,
52), which have been found in crypts of rat distal colon
(35). The adenylyl cyclase frequency of isoforms V/VI was
reduced after irradiation, which seems to be paradoxical
with regard to the increased inhibitory effect of NO on the
cAMP pathway. The inhibitory action of NO may.be more
pronounced on the less mature epithelial crypt cells from
the irradiated animals. Furthermore, hypoxia generated by
radiation exposure may sensitize cells to NO, potentially
leading to cell death (53).

The attempt to decrease the production of NO in situ by
the inhibition of iNOS with L-NIL resulted only in a ten-

dency for the recovery of VIP-stimulated secretory re-.

sponse. In contrast, in mouse colon, L-NIL reversed radi-
ation-induced epithelial hyporesponsiveness to electric-field
stimulation and to forskolin (6). This discrepancy could be
explained by several hypotheses such as differences in the
irradiation configuration (whole-body or abdominal irradi-
ation), differences in the timing of the assays (day 3 or day
4), or species differences. Concerning the latter, the type of
isoforms of adenylyl cyclase with their specific sensitivity
to NO and the type of isoforms of NO synthase in rat colon
may be different from that found in mouse colon and could
respond differently to irradiation. Nevertheless, in rat colon,
after irradiation, MacNaughton er al. showed a slight in-
crease of iNOS (NOS2A) mRNA expression and iNOS im-
munoreactivity but with no clear increase in iNOS enzyme
activity (15). Thus, in rat colon, a role of inducible NOS
in the hyporesponsiveness to VIP is unlikely but cannot be
excluded.

The constitutive form of NOS (cNOS) may also be im-
plicated because an increase in the total NOS activity in rat
colon was reported 3 days after a 10-Gy total-body irradi-
ation and was related to a threefold increase in levels of
cNOS rather than a change in iNOS (4). In addition, in our
laboratory, a threefold increase in the expression of mRNA
for the constitutive endothelial NOS was observed 4 days
after a 9-Gy abdominal irradiation in the rat colonic mucosa

(E. Morel, unpublished observation). Furthermore, activa-
tion of cNOS activity has been shown to be an early sig-
naling event elicited by ionizing radiation (54). Thus con-
stitutive NOS may play a more important role than induc-
ible NOS after irradiation in the rat distal colon.

The effect of radiation on the magnitudes of and inter-
actions between the intracellular communication pathways
may also involve several indirect mechanisms such as hyp-
oxia and oxidative stress of cells, anorexia and reduced

food intake (see above). In support of such a hypothesis

and in agreement with differential effects on cyclic nucle-
otides and [Ca?*];-mediated responses, hypoxia was shown
to evoke a specific decrease in cyclic nucleotide-stimulated
(cAMP and cGMP) but not Ca?*-stimulated chloride se-
cretion (55). The authors proposed an oxygen-sensing
mechanism for epithelial cells that involves the heme moi-
eties in guanylyl and adenylyl cyclases. In rat distal colon,

‘we cannot exclude the possibility that dysfunction of the

CAMP pathway and the absence of detectable cGMP ac-
cumulation in crypts from irradiated animals may be due
in part to hypoxia. A primary event associated with ioniz-
ing radiation in biological systems is the generation of re-
active oxygen species that provoke lipoperoxidation, lead-
ing to a modification of the lipid membrane composition
and microviscosity around the proteins anchored in the cy-
toplasmic membrane. These microenvironmental modifi-
cations may alter the functionality of membrane-associated
adenylyl or guanylyl cyclases (56).

In conclusion, the secretory response through the cCAMP
pathway (stimulated by VIP or forskolin) was markedly
decreased as was cAMP accumulation in colonic crypts af-
ter exposure to ionizing radiation. The inhibitory effect of
NO on chloride secretion and cAMP accumulation was ex-
acerbated by irradiation, although iNOS does not appear to
be a major player in radiation-induced hyporesponsiveness
to VIP after irradiation in rat distal colon. The functional
secretory responses by the Ca**; pathway (stimulated by
carbachol) and by the cGMP pathway (stimulated by NO
or guanylin) were practically unaffected by radiation. Al-
teration of the cAMP pathway by ionizing radiation may
thus lead to an impairment of the intestinal response to
luminal attacks. The results from this work contribute to an
understanding of radiation-induced hyporesponsiveness and
may be useful when considering therapeutic approaches for
the treatment of the radiation-induced suppression of local
host defense reactions.
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ARTICLE IV :

Identification et localisation des isoformes de I’adénylyl cyclase dans le colon distal

de rat apres irradiation.

Identification and localization of the adenylyl cyclase isoforms following

abdominal irradiation in rat distal colon .

E Morel, C. Strup, I. Dublineau, A. Ropenga and N. M. Griffiths, en cours de

rédaction.

Objectif :
Identification et localisation des isoformes de 1’adénylyl cyclase exprimées dans
les différentes structures tissulaires du coélon et étude de leurs modifications aprés une

irradiation abdominale (9 Gy X).

Résultats :

- Localisation des adénylyl cyclases dans le c6lon distal de rat

= Les huit isoformes de 1’adénylyl cyclase (AC) testées (II, III, IV, V/VI, VII, VIII et
IX) sont présentes dans le colon de rat.

= Les AC III, IV et V/VI et en moindre proportion I’AC VII sont exprimées dans les
cellules épithéliales, avec un gradient positif de la base vers la partie haute des cryptes.
= Les isoformes VIII and II sont principalement localisées dans les cellules

immunitaires de la lamina propria. Le marquage pour I’AC 1II est présent dans la paroi
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des vaisseaux sanguins. Les couches musculaires lisses circulaires et longitudinales
révelent un marquage pour les isoformes de types II, III, IV and V/VI. Les plexus sous-
muqueux et myentérique expriment seulement les isoformes IX (principalement) et

VIIL

- Effet de I’irradiation sur la localisation des adénylyl cyclases dans le colon

distal de rat.

= L’irradiation diminue fortement la fréquence de marquage des isoformes III, IV et
V/VI dans les deux tiers de la partie inférieure des cryptes, la localisation de ces AC
étant limitée majoritairement aux cellules différenciées de la surface épithéliale.

= L’irradiation modifie peu le marquage des AC localisées a I’extérieur des cryptes.

- Effet de I’irradiation sur la capacité proliférative des cellules des cryptes du

cOlon distal de rat.

= Le marquage PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), indicateur des cellules
capables de proliférer, est observé dans les cellules épithéliales de la moitié inférieure
des cryptes coliques chez les animaux témoins.

= Quatre jours apres irradiation, le marquage PCNA est observé sur I’ensemble des
cellules de la crypte, excepté dans la partie supérieure des cryptes et dans les cellules

épithéliales de la surface luminale ou les cellules marquées sont rares.

Les adénylyl cyclases 111, IV and V/VI pourraient étre impliquées dans la voie de
communication intracellulaire AMPc conduisant a la réponse sécrétoire dans le

colon distal de rat.



L’altération de la réponse sécrétoire, observée 4 jours aprés irradiation, et la
diminution de ’accumulation d’AMPc dans les cryptes isolées accompagnée de la
réduction de Dactivité cyclasique, s’expliquent, en partie, par la diminution du
nombre d’unités d’adénylyl cyclase dans les cryptes coliques qui pourrait étre
associée a des modifications radio-induites de 1’état de différenciation/maturité des
cellules épithéliales, en accord avec I’augmentation de la zone proliférative.

La présence dans les cryptes des isoformes d’adénylyl cyclase V/VI inhibées par
Poxyde nitrique (NO) est en accord avec Deffet inhibiteur du NO sur la production

d’AMPc et la réponse sécrétoire au VIP.
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ABSTRACT

A variety of tissue functions in the colon have been attributed to the adenylyl
cyclase (AC) activation such as fluid and electrolyte secretion, smooth muscle
relaxation, role in the inflammatory response, cells proliferation and apoptosis. To date,
ten isoforms of adenylyl cyclase are known with their own regulation. However, the
types of the adenylyl cyclase isoforms and their localization in the rat distal colon were
not known. All adenylyl cyclase isoforms tested (AC II-IX) by immunostaining have
been found in the rat colon. Isoforms III, IV and V/VI and scarcely VII show a positive
gradient along the crypt-to-lumen axis. The localization of isoforms is as follows :
principally AC Il and AC VIII in cells from the lamina propria ; AC II in blood vessels ;
AC 11, I, IV and V/VI in circular and longitudinal smooth muscle layers ; mainly AC
IX and scarcely AC VIII in submucosal and myenteric plexus. Modifications by
irradiation are mainly observed in the crypts, the staining for AC III, IV and V/VI
remaining only in the upper part of the crypts. The radiation-induced decrease of the
VIP stimulated secretory response is partly due to the reduction of the number of AC
units in colonic crypts which could be related to the increase of the cell proliferative

zone shown by PCNA cell staining.
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INTRODUCTION

The functional property of the colon is fluid and electrolyte absorption.
However, absorptive processes could be change in secretory processes by neurohumoral
mediators (Singh et al. 1995). The neuropeptide Vasoactive Intestinal Peptide (VIP),
predominantly distributed in submucosal plexus of rat colon (Sundler et al. 1989),
causes water and electrolyte secretion from large intestine (Racusen and Binder 1977,
Kunzelmann et al. 2002 ). In colonic epithelial cells, VIP stimulates intracellular cAMP
communication activation through a cascade of events initiated by binding to specific
G-protein coupled receptors associated to the adenylyl cyclase complex (Xia and Storm
1996). Results are an increase of intracellular second messenger cAMP levels and the
opening of apical chloride channels in colonic epithelial cells, leading to chloride
secretion (McCabe and Dharmsathaphorn 1988). The secretory capacity of the colon
has been shown to be modified in inflammatory bowel disease (Sandle et al. 1990) and
by ionizing radiations. An hyporesponsiveness of the rat and mouse colon to VIP and
forskolin has been characterized after irradiation (Dublineau et al. 2000, Freeman and
MacNaughton 2000, Morel et al. 2002). This hyporesponsiveness was associated to a
decreased adenylyl cyclase activity and a reduced cAMP accumulation in isolated
colonic crypts (Morel et al. 2002), which suggests a decrease of the number of the AC
units or a modification of the AC isoforms which may lead to a possible inhibition of
the cAMP communication pathway by another pathway (cGMP or Ca2+). The cAMP
communication has also been implicated in the mucosal secretion from the goblet cells
of the gut. Moreover, the adenylyl cyclase production has been shown to play a crucial
role for a variety of other fundamental physiological cell functions ranging from cell
growth and differentiation (Craven and DeRubertis 1981), relaxation of muscle layers
(Makhlouf and Murthy 1997, Werstiuk and Lee 2000), role in the inflammatory
response (Delgado and Ganea 2001), to transcriptional regulation and apoptosis (Patel
et al. 2001). Thus adenylyl cyclase localization may be relatively ubiquitous.

To date, at least nine closely related membrane-bound isoforms (AC I-I1X) and
one soluble form (AC X) of mammalian adenylyl cyclase have been cloned and
characterized (Patel et a/. 2001). The membrane bound isoforms share a large sequence
homology in the primary structure of their catalytic sites and the same predicted
homology in the three dimensional structure (Hanoune and Defer 2001). However, each

isoform has its own distinct tissue distribution (Defer et al. 2000) and regulatory
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properties (Patel et al. 2001), except a commune stimulation effect of Gs o and
forskolin, however not observed for AC X (Chen et al. 2000), and an inhibitory effect
by the P-site analogues. The various family members can be broadly divided into five
groups according to the similarities in their sequences and regulatory properties (Patel et
al. 2001) : AC of group 1 (AC I, Il and VIII) are stimulated by Ca®"/calmodulin
(Cooper et al. 1998); AC of group 2 (AC II, IV and VII) are regulated by Gy subunit
or by PKC from the Ca*" communication pathway for AC II and VII (Jacobowitz and
Iyengar 1994); AC of group 3 (AC V and VI) are inhibited by Ca®" (Cooper ef al. 1998,
Chabardes et al. 1999), nitric oxide (Hill ef al. 2000, McVey et al. 1999), proteine
kinase A (Patel et al. 2001). AC of Group 4 (AC IX) is inhibited by calcineurin; the
soluble AC X belongs to Group 5. Thus, extracellular signals received through the G-
protein-coupled receptors can be differentially integrated depending on the AC isoform
present and AC may serve as an element that integrates and interprets convergent inputs
from many distinct signal-generating pathways. Nearly every cell expresses several AC
isoforms (Patel et al. 2001). However, the tissue distribution of the AC isoforms has
been reported in only a limited number of tissues for which the pattern of AC
expression is specific (Hanoune and Defer 2001). Moreover, in a tissue, the quantity of
adenylyl cyclase and the isoform expression may vary according to the
maturity/differentiation and proliferation state of cells (Hanoune and Defer 2001).

To our knowledge, only one previous study in 1975 has investigated global
localization of the adenylyl cyclase in the rat colonic mucosa without discrimination
between the different isoforms (Corriveau and Rojo-Ortega 1975). The localization of
the adenylyl cyclase was mainly present in the basement membrane and in the
junctional area between two epithelial cells and on the brush border of all epithelial
cells of the descending colon. The identification of the expression pattern of the
adenylyl cyclase isoforms may be useful to understand potential sensitivity to
environmental stimuli in regards to their individual regulation properties. Irradiation
modifies the cell proliferation and differentiation (Potten and Grant 1998) and thus may
modulate the number of adenylyl cyclase units. Identification of the adenylyl cyclase
isoforms present in the investigated tissue may be of particular interest to understand
pathological modifications induced by irradiation.

The current work aim was to investigate in the rat distal colon the expression
and the localization of 8 adenylyl cyclase isoforms, for which the antibodies are

available (AC II-IX), in control and irradiated animals four days after an abdominal
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irradiation. An indication of the cell proliferative compartment of the colonic crypt has

been achieved using the proliferating cell nuclear antigen (PCNA).

42



MATERIALS AND METHODS

Treatment of animals

Experiments were performed in male Wistar rats weighing approximately 300 g
(CERJ, Le Genest St Isle, France). Animals were housed in groups (4 per cage) for at
least 7 days before the start of the experiments in a ventilated and temperature-
controlled room. The day-night cycle was constant at 12h light and 12h dark. All
animals received a standard diet (105 from UAR, Villemoisson sur Orge, France) and
were given tap water ad libitum. These experiments were conducted according to the
French regulations for animal experimentation (Ministry of Agriculture, Décret (Act) no

87-848, 19 October 1987).

Irradiation

Rats anesthetized with isoflurane (2.5% with a rate flow of 0.4 L/min) were
exposed to a 9 Gy single abdominal dose of X rays (Phillips, 225 kV, 0.5 mm Cau filter,
0.62 Gy/min). Anesthetized rats were laid on the back on a warmed plexiglas plate
placed at 300 mm under the base of the collimator for a supinal irradiation; only the
abdomen (zone comprised between xyphoid cartilage and iliac crests) was in the field of
irradiation, the rest of the animal being shielded by lead (5 mm). The control animals

were anesthetized and treated as irradiated animals but were not exposed to irradiation.

Localization of adenylyl cyclase isoforms

The distal colon of anesthetized rats was ligatured, rapidly removed and briefly
immerged in warmed physiological salt solution. Full thickness colon was fixed with a
4% buffered formaldehyde intraluminal injection followed by a 72 hours immersion in
4% buffered formaldehyde at room temperature. Samples were then dehydrated and
embedded in paraffin (automaton Tissue Tek VIP, Sakura). Longitudinal sections (5 um
thick) were cut from control and irradiated rat tissues and placed on poly-L-Lysine

coated glass slides (polysine, Menzel-Glaser). The paraffin was removed (DRS-601,
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Sakura) and the sections were stained with different immuno-cytochemical methods to
demonstrate the presence of adenylyl cyclase isoforms. The distribution of AC isoforms
(AC TI-IX) was studied in distal colonic sections obtained from 5 control rats and 6
irradiated rats by using the polyclonal primary antibodies raised in the rabbit or in the
goat and directed against the C-terminal portion of the AC (AC II-IX, Santa Cruz
Biotechnology) (Table 1).

The staining of AC primary antibodies raised in the rabbit has been revealed by a
biotinylated goat anti-rabbit secondary antibody (dilution 1/500) (Dako E0432) for AC
IT or by the peroxidase based-Envision system against rabbit (Dako K4003) for AC III
to VI, followed by a treatment with StreptABC Complex/HRP (Dako K0377). The
staining of AC primary antibodies raised in the goat (AC VII-IX) has been revealed
with a biotinylated rabbit anti-goat secondary antibody (Dako E0466) followed by the
StreptABC Complex/HRP treatment. Novared (SK 4800 Vector Laboratories) was used
as chromogen as a single immunostain.

The detailed protocol was as follows: A pretreatment with the biotin blocking system
(Dako X0590) was performed for the AC II and VII-IX. In brief, the tissue sections
were incubated with the avidin solution for 10 minutes and rinsed off. The slides were
then incubated with the biotin solution for 10 minutes and washed off for 3 periods of 5
minutes with a HCI-Tris buffer 50 mM containing NaCl 0.3 M, 0.1 % Tween 20 and 0.1
% saponin before application of the primary antibodies. Dilutions were performed in the
Dako background diluent reducing component containing saponin (0.1%), except for
the AC II and VII for which dilutions are in TBSTC buffer (NaCl 154 mM, Trizma
buffer 0.2 %, casein 0.04 %, Tween 20 0.02 % and saponin 0.1 %). The sections were
incubated at 4°C overnight with the rabbit primary antibody of the studied AC in
presence of saponin (0.1 %), at room temperature for 30 min with the Envision system
and revealed by a 10 min incubation with Novared. Between each step, the sections
were carefully washed with a HCI-Tris buffer 50 mM containing NaCl 0.3 M, 0.1 %
Tween 20 and 0.1 % saponin.

Similar treatment was applied when Envision was replaced by an incubation with
biotinylated secondary antibodies at 1/500 or 1/600 dilution for 1 hour at room
temperature. The sections were rinsed 3 times with the washing solution which
composition is described above, before being incubated with streptavidin-peroxidase
complex. Different control stainings have been made using the Envision and Novared

visualisation system. An omission of the primary antisera and an incubation in presence
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of the Novared substrate alone have been performed for each experiment. In the same
way, an omission of the primary antibodies, an omission of both the primary and
secondary antibodies and an incubation with the Novared substrate alone have been
performed for each experiments when the StreptABC complex-HRP treatment was
needed. Neutralisation tests by preincubation of the primary antiserum for 8 h at 4°C
with the relevant antigen were performed with a five fold excess by weight of blocking
peptide according to the instructions of the manufacturer. To investigate cross reactivity
between different AC antibodies, each antiserum was preincubated with an antigen from
each other AC isoform. The sections were observed by microscopy (eclipse E600,
Nikon), and pictures were taken with an argentimetric photo apparatus (FX-35DX,
Nikon) with a 400X magnification.

Localization of proliferating cells by PCNA

The distribution of the PCNA staining was studied in distal colonic sections
obtained from the control and irradiated rats using the mouse monoclonal primary
antibodies (clone PC 10, n® M0879 Dako). Antigen retrieval was performed in 0.01 M
citrate buffer heated 3 times for 5 min by a microwave oven (350 W) with a break of 1
min between each time. The sections were incubated at 4°C overnight with the mouse
PCNA antibodies ( 1/15000) and has been revealed by an LSAB2 kit (Dako K0609)
used according to the instructions of the manufacturer with Novared (SK 4800 Vector

Laboratories) as chromogen for a single immunostain.
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Table 1: Adenylyl cyclase (AC) antibodies used in this study.

AC Code Revelation system Working Blocking
antigen number dilution peptide
origin used

Rat origin C-20 Biotinylated
a ) goat anti-rabbit Acll 1/600 Sc-587 P
Sc-587 (1/500)
ACII
Rat origin C-20 Envision
a Sc-588 Perox@ase 1/300 Sc-588 P
rabbit
ACIII
Rat origin C-20 Envision
a Sc-589 Perox@ase 1/150 Sc-589 P
rabbit
ACIV
Human C-17 Envision
. Peroxidase 1/300 Sc-590 P
origin Sc-590 rabbit
AC V/VI
Mouse M-20 Biotinylated
NS rabbit anti-goat Acll 1/25 Sc-1966 P
origin Sc-1966 (1/600)
AC VI
Rat origin R-20 Biotinylated
b goat anti-rabbit Acll 1/900 Sc-1967 P
Sc-1967 (1/600)
AC VIII
Mouse M-21 Biotinylated
S i goat anti-rabbit Acll 1/200 Sc-8578 P
origin Sc-8578 (1/600)
ACIX

The affinity purified polyclonal AC antibodies are raised against a peptide mapping at
the carboxy terminus of adenylyl cyclase and have been purchased from Santa Cruz

Biotechnology Inc. “antibodies raised in rabbit, ° antibodies raised in goat.



RESULTS

All adenylyl cyclase isoforms tested have been found in the distal colon of
control and irradiated rats with variable staining intensity and pattern of localization
depending on the isoforms. AC isoforms III, IV and V/VI were widely and
predominantly expressed while isoform VII was scarcely present in the rat distal colon.
As an example, the controls of staining are shown for the AC isoform IV on Figure 1.
Figure 1A shows the staining obtained when the complete protocol is performed. No
immunoreactivity was observed when the primary antibody (Fig. 1B), the second
antibody, Envision system or streptavidin-peroxidase complex (Fig. 1C) were omitted.
Similarly, no immunoreactivity was observed when the primary antibody was
preincubated with the relevant antigen in the neutralisation test (Fig. 1D). Moreover, no
alteration of the staining was observed when cross-reactivity between two different AC

antibodies was investigated (Fig. 1E).

Localization of adenylyl cyclase isoforms in rat distal colon

Stainings for AC isoforms localised in colonic crypt are shown on Figure 2 : AC
II (2A), AC 1II (2B), AC IV (2C), AC V/VI (2D) and AC VII (2E and 2F). Only
adenylyl cyclase isoforms III, IV, V/VI and VII were revealed in the crypt cells of rat
distal colon. Small staining areas for isoform VII were principally present in the cells
from the luminal surface. The AC isoforms (III, IV, V/VI) displayed an increasing
frequency staining gradient along the crypt-to-lumen axis with the bulk of the staining
confined to the upper crypt zone, namely in the compartment of the fully matured
absorptive cells. The gradient was more pronounced for the AC V/VI, the staining
frequency being very important in the upper part of the crypt and in the surface cells. In
contrast, the frequency was relatively elevated in the lower part of the crypt for AC IV.
Whatever the AC isoform considered, the columnar epithelial cells showed the greater
part of the staining while the goblet cells poorly contributed to the staining. Intracellular
distribution of the staining evolved from a perinuclear one at the base of the crypt to a
more widespread cytoplasmic one at the upper part of the crypt. The staining intensity
correlated with the staining frequency. Indeed a marked frequency and intensity were
observed in the upper part of the crypt, mainly for AC V/VI. An immunoreactivity to
the AC VII was also barely observed in the epithelial surface cells of the crypt and only
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one or two stained cells looking like immune cells, mainly localised in the crypt
structure, were present per colonic tissue section.

Stainings for AC isoforms localised in the lamina propria are shown on Figure 3.
AC VIII staining was mainly localized in the lamina propria with a regular frequency,
on the plasmic membrane of a fraction of cells morphologically similar to immune cells
(plasmocytes, mastocytes or granulocytes) and myofibroblasts notably in the pericryptic
area (Figure 3A). In addition, cells scattered in the lamina propria which were in
majority PMN-like (polynuclear macrophage neutrophiles) and few cells supposed to be
small lymphocytes were cytoplasmically stained with the AC II antibodies (Figure 3B).
A diffuse immunoreactivity to AC III, IV and V/VI has been also observed in the
lamina propria surrounding the crypts (see Figures 2B-2D).

Circular and longitudinal muscle layers showed a marked inhomogeneous
ponctiform immunoreactivity to AC III, IV and V/VI (Figure 4A for AC V/VI). This
staining was also observed in the muscularis mucosa. Staining of the AC II was spread
over the circular and longitudinal muscle layers, the muscularis mucosa and surrounds
some blood vessels in the colonic sub-mucosa (Figure 4B).

The staining of the AC IX was principally observed in the enteric nervous
system in particular in both myenteric and submucosal plexus (Figure 5SA). The staining
intensity seemed to be more pronounced in the Meissner’s plexus than in the Auerbach
‘s one. Parts of the nerve strands in the smooth muscle layers near the myenteric plexus
or in the submucosa near the submucosal plexus were also immunoreactive to AC IX.
Large bundle of nerve fibers in the mesentery was immunoreactive to AC IX (Figure
5B) as well as to AC VIII (Figure 5C). An AC VIII staining of very low intensity was

also scarcely present in the submucosal and myenteric plexus (Figure 5D).

Effect of irradiation on the localization of adenylyl cyclase isoforms in the rat distal

colon

The radiation-induced modifications of localization or intensity of AC have been
studied in the rat distal colon. Major modifications of the stainings for AC isoforms
occurred in the colonic crypts. Stainings in the colonic crypt from irradiated animals are
shown on Figure 6. Irradiation induced a loss of the positive gradient in the frequency
of staining from the crypt base to the luminal surface previously observed in the control

rats : a marked decrease of the intensity and frequency of staining was observed in the
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two thirds of the base of the crypt for AC III (Figure 6A), AC IV (Figure 6B) (decrease
more important for AC III than for AC IV) and a complete loss for the AC V/VI (Figure
6C). The staining intensity was reduced in the one third of the upper part of the crypt.
The loss of the cells of the crypt luminal surface in irradiated animals contribute to the
decrease of staining observed in the upper part of the crypt. After irradiation, the
intensity of AC VII staining was decreased in the luminal cells (Figure 6D).

The staining for the AC isoforms observed outside the colonic crypt was less
altered by irradiation than inside the crypt cells. The staining corresponding to the AC
II-VI in the lamina propria was not altered by irradiation. The staining for AC VIII
observed in cells morphologically associated to immune cells in the lamina propria was
conserved in intensity after irradiation. Irradiation decreased the frequency of staining
of cells in the lamina propria both for AC Il and AC VII.

The ponctiform staining corresponding to the AC III-VI in the smooth muscle layers
was not altered or slightly decreased in intensity by irradiation. Irradiation decreased the
intensity of the staining of the smooth muscle layers for AC II.

After irradiation, the staining in the plexus for AC IX was conserved or increased in
intensity according to the zone of the section observed as well as for AC VIII. The
staining intensity in the large bundle of the nerve fiber in the mesentery was also
conserved or increased.

The effect of irradiation on the AC localization was not homogeneous all over
the colonic tissue since some areas presented a staining profile similar to that observed
in the control rats. Thus the frequency and intensity of the AC localization was
decreased, by irradiation, principally in the colonic crypt. The expression of the various
AC isoforms in the different structures of the distal colonic wall from rats exposed or

non-exposed to ionizing radiation is summarized in Table 2.

Effect of irradiation on localization of positive-stained PCNA cells in the colonic crypts.

In control rats, the PCNA staining was localized in the basal half part of the
crypt in all section of the distal colon (Fig. 7A). In this zone, 50 % of the cells were red
stained. This result are not very different from that obtained in rat distal colon using
[*H] thymidine autoradiography and PCNA where the zone of maximal proliferation is
confined to the lower one third of the crypt (Sunter ef al. 1979, Yamada et al. 1992).
This discrepancy could be explained by the long half-life of PCNA (approximately 20
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hours), resulting in staining persisting in cells which have recently left the cell cycle
(Yu and Filipe 1993). Four days after irradiation, the PCNA staining was observed in
the whole crypt except in the very upper part of the crypt and in the luminal surface
cells (Fig. 7B). The frequency of staining of the cells was about 50% as in the control.
Extension of the proliferative compartment after irradiation to almost the entire crypt
has been observed four days after irradiation in different species including rat and rabbit

(Becciolini 1987, Gunter-Smith 1989).
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Table 2: Localization of adenylyl cyclase (AC) in rat distal colon from control (C) and

irradiated (I) animals®.

Localization ACII ACII ACIV AC V/VI AC VII AC VIII ACIX

C 1 C I C I C I C I C I C I
Crypt upper part - B I e ot B o ol N S B o e o + | +- - - - -
Crypt basal part - - + - ++ | + + - - - - - - -
ILamina propria + | - | + + + + + + | -] - - - - -
Muscularis mucosa + | +H-| + - + - + - - - - - - -
Smooth muscle Raall B Y ER e s o e o Bl B S - - - - - -
Meisner plexus - - - - - - - - - - | 4 e e R ans
|Auerbach plexus - - - - - - - - - - | 4+ | |
Immune cells + | A - ++ - |+ - ++ | H- | | A ] - -
(lamina propria)

* for a given AC isoform, the number of (+) has been assigned after visual observation,

in function of the intensity of the staining. (-) means a lack of staining in the concerned

structure. Results are obtained from several animals as described in the material and

method section and were from several independent series.



DISCUSSION

The results of the current study are the first to show adenylyl cyclase expression
and localization of the various isoforms in the different structures of the rat distal colon.
All the height isoforms of adenylyl cyclase tested in this study (AC II, III, IV, V/VI,
VII, VIII and IX) are present in the colonic wall but only AC III, IV and V/VI and in
very small extent AC VII, are expressed in the epithelial cells. As the chloride secretion
occurs in the colonic crypts (Binder et al. 1997), it is probable that adenylyl cyclase III,
IV and V/VI are implicated in the intracellular cAMP pathway leading to the secretory
response. Nevertheless, AC isoforms II, VIII and VII have been located in immune cells
in the lamina propria near the crypts and may thus influence chloride secretion by the
direct interactions between immune resident cells and nervous fibers (Barrett 1993). AC
VIII is not exclusively expressed in brain tissue (Xia et al. 1997), as it is reported in the
pancreas (Guenifi et al. 2000), the lung (Hanoune and Defer 2001). This work shows
thar AC VIII is also present in the rat distal colon principally in the lamina propria and
in the myenteric and submucosal plexus. AC IX has been also located directly in the
nervous enteric system, principally in both plexus but also in the projections suggesting
that AC expression is not restrained to neurones cellular body. The submucosal plexus
located at the base of the crypts plays a major role in the electrolyte and fluid transport
regulation (Keast ef al. 1984) whereas the myenteric plexus in the smooth muscle layers
is more implicated in the motility (Yokoyama and North 1983). Thus, AC isoform IX
may play a role in the secretory response and in the intestinal transit (Kumano et al.
2001). Neurones from the submucosal plexus and to a small extent from the myenteric
plexus are immunoreactive to VIP, particularly in the rat distal colon (Larsson et al.
1979). Thus, proximity between the neuropeptide VIP and the effector enzyme adenylyl
cyclase is noteworthy. The staining for AC II and VIII observed in immune cells of the
lamina propria in this work is not unlikely as VIP and pituitary adenylyl cyclase
activating peptide (PACAP) are represented prominently in immune organs (Dorsam et
al. 2000) and as a cyclase activity has been measured in lymphocytes B and T from the
colorectal part of the gut (Berstein et al. 1995). In the same way, staining of AC II in
wall of the blood vessels is convincing as a cAMP communication pathway stimulated
by beta-adrenoceptors has been identified and characterized in vascular smooth muscle
cells (SMC) grown in culture, as well as in blood vessels, under in vivo conditions

(Werstiuk et al. 2000). Smooth muscle relaxation mediated by the main
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neurotransmitters, VIP and PACAP, involves the activation of adenylyl cyclase
(Makhlouf et al. 1997) and thus could implicate AC II-VI which were observed in this
study in the circular and longitudinal smooth muscle layers.

After irradiation, the observed reduction of the frequency of staining isoforms
suggests a decrease of the number of AC units, which are the limiting component for
receptor-mediated stimulation of AC (Hanoune and Defer 2001). However, previous
work has demonstrated a decreased adenylyl cyclase activity in association with an
impaired secretory response to VIP in rat distal colon following an abdominal
irradiation (Morel et al. 2002). The discrepancy between the reduction of the cAMP
production measured in isolated crypt (80%) and the reduction observed for the
adenylyl cyclase activity (50%) determined in membranes preparation from the entire
mucosa (Morel et al. 2002) could be explained by a preservation of AC activity,
revealed by a preservation of AC staining, in the lamina propria and muscularis mucosa
(AC 111, 1V, V/VI being the most abundant). This discrepancy supports the hypothesis
that AC III, IV, V/VI are directly implicated in the chloride secretion in the rat distal
colon.

In the colonic mucosa, the cell population originating from stem cells located in
the proliferative compartment at the base of the crypt produces, by division, new
proliferative and differentiating cells. Colonic epithelial cells migrate toward the
luminal surface as they mature, showing a gradient of differentiated cells with the most
differentiated and functional cells found mainly at the surface (Booth and Potten 2000).
The observed parallel gradient of staining for the AC III, IV and V/VI in the crypt
suggests a close correlation between the degree of cell maturity and its capacity to
express these adenylyl cyclases and a functional cAMP communication pathway. In
addition, expression of specific isoforms of AC might function as a regulatory element
of proliferation (Defer ef al. 2000). Our results are in agreement with the description of
a cyclasic activity by cytochemical localisation, principally in the upper part of the crypt
of the rat colon (Corriveau and Rojo-Ortega 1975). Moreover, a gradient of cAMP
production has been reported along the crypt-to-lumen axis (Craven and DeRubertis
1981) suggesting a relation between cAMP communication pathway and cell
differentiation. Indeed, the basal cAMP content and the cAMP protein kinase activity
was lower in cell populations harvested from colonic crypt zones compared with
superficial cells which are able to participate to chloride secretion via the cAMP

communication pathway (Bohme et al. 1991, Schultheiss and Diener 1998).
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Irradiation is known to have an effect on proliferation and on differentiation
(Potten and Grant 1998). After irradiation, the secretory response of cAMP pathway to
theophyllin (a large spectrum PDE inhibitor) decreases, with the emergence of mitotic
figures in the intestinal crypts during the recovery of the proliferation (Gunter-Smith
1989). In the rat distal colon, the marked decrease observed after irradiation of the
frequency of the AC isoforms III, IV and V/VI in the two thirds basal part of the crypt,
the AC localization being restricted to the superficial differentiated cells, could be in
agreement with a radiation-induced modification of the differentiating state of the cells.
Indeed, this hypothesis is supported in the current studies by the fact that, four days
after irradiation, PCNA cells staining frequency is increased and that the proliferative
zone take over nearly the whole crypt in regard to 50% for control. PCNA may be
expressed in association with DNA repair (Yu and Filipe 1993). However, the arrest in
the cell cycle for DNA repair is approximately of 1 to 3 hours per Gy (Tubiana et al.
1986) suggesting that four days after irradiation, PCNA staining is mostly correlated
with proliferation. Thus, the alteration of the secretory response, with a decreased
cAMP accumulation in crypt, observed four days after irradiation may be partly
explained by changes in the differentiation pathway or by a less mature state of the
cells.

Data from the literature show multiple examples of interrelation between
cholinergic and cAMP communication pathways. Adenylyl cyclase activity has been
reported to be directly inhibited (AC V and VI) or activated (AC I, III and VIII) by low
concentrations of intracellular calcium in several tissues and in HT-29 and T84 cell
lines, a widely used model for the study of transepithelial chloride transport. Synergism
observed between Cl secretagogues acting via the cAMP pathway and secretagogues
via increased intracellular Ca”* have been reported (Cartwright et al 1985) notably in
the rabbit colon (Greenwald and Biagi 1992). In our model, both Ca®" activation and
inhibition may be possible as adenylyl cyclase isoform III (activated by
Ca”j/calmodulin) and isoforms V/ VI (inhibited by physiological Ca*"| concentration)
have been found in the distal colonic crypts. In addition, adenylyl cyclase V/VI are
sensitive to NO (Hills et al. 2000, McVey 1999). In mouse model, it has been shown
that, after irradiation, epithelial hyporesponsiveness to electrical field stimulation and
forskolin is reversed by inhibition of iNOS in vitro (Freeman and McNaughton 2000).
However, this reversion is only partial in the rat distal colon (Morel et al. 2002). Several

hypotheses may explain this discrepancy. The type of isoform present in rat distal colon

54



may be different from those found in mouse colon. Moreover, the proportions of AC
isoforms sensitive to NO may vary with the species.

Nonetheless, the degree of sensitivity of an AC isoform to a regulation such as Ca®" or
NO is highly variable from one cell type to another. The expression from a particular
isoform sensitive to a regulator does not always confer a strong regulation of the AC
activity (Chabardés et al. 1999) since the regulator and AC have to be colocalized in
caveolar microdomains (Ostrom et al. 2000, Zaccolo et al. 2002). Further experiments
such as functional co-stimulations are needed to reveal potential regulation of adenylyl
cyclase isoforms for which we have determined the type and localization.

In conclusion, the current report is the first systematic study of AC expression
patterns in the different structures of the distal colon from rat in the physiological
conditions or after exposure to ionising radiations. Only isoforms III (up-regulated by
Ca®"), IV and V/VI (down-regulated by Ca’" and NO) are present in crypts with a
positive gradient from the base to the upper part of the crypts, in correlation with the
gradient of differentiation of epithelial cells, and could take part to the colonic secretory
response. [rradiation induced, independently in regards with the nature of the AC
isoforms, a loss of the adenylyl cyclase isoforms III, IV, V/VI in the basal part of the
crypt which could be related to an increase of the proliferative compartment in the
crypts. These results are in favour of a reduction of the number of the adenylyl cyclase
units of the AC isoforms in the colonic crypt following exposure to ionizing radiation.
Isoforms localization in the other colonic structures shows that isoforms VIII and II are
principally located in immune cells from the lamina propria. Blood vessels are widely
surrounded by a staining for AC II. Circular and longitudinal smooth muscle layers are
immunoreactive for the isoform types II, III, IV and V/VI. Submucosal and myenteric
plexus strongly express isoform IX and scarcely AC VIII. Irradiation does not modify
drastically the staining for the adenylyl cyclase observed outside the colonic crypt.

The identification and localization of the different isoforms having their own regulation
properties could be the basis for further functional inquiries involving cAMP
communication pathway and its relations with other signaling pathways in the rat colon

in relation with irradiation.
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Figure 1A-E : Example of the controls performed for the adenylyl cyclase IV staining in the distal
colonic crypt from control rats. 1A : Complete protocol of staining performed ; 1B : Absence of
staining by omission of the primary antiserum ; 1C : Nonexistence of the staining with incubation in
presence of the Novared substrate alone ; 1D : Lack of the staining by preincubation of the AC IV
primary antiserum with the AC IV antigen ; |E : Lack of alteration of staining for AC 1V with
preincubation of the primary antiserum with the AC V/VI1 antigen.
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Figure 2A-F : Localization of the adenylyl cyclase isoforms [1-VIlin the distal colonic crypts from
control rats. The stained cells are red colored. 2A presents a lack of staining for AC II in colonic
crypt cells (A) ; 2B-D display immunoreactivity for AC 111 (2B), AC IV (2C) and AC V/V1(2D) in
the colonic crypt cells (and in the lamina propria) with a more marked frequency and intensity in
the half upper part of the crypt ; 2E-F show a slight staining for AC VII in the crypt luminal

surface cells (2E) and barely in cells included in the crypt structure (2F).
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Figure 3A-B : Localization of the adenylyl cyclase isoforms Il and VI in the lamina propria from
distal colon of control rats. The stained cells are red colored. 3A presents immunoreactivity for AC
VI mainly in some cells morphologically similar to immune cells (plasmocytes, mastocytes or
granulocytes) and in myofibroblasts ; 3B shows AC Il staining in PMN and lymphocytes like cells.
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Figure 4A-B : Localization of the adenylyl cyclase isoforms II and V/VI in circular and
longitudinal muscle layers from distal colon of control rats. The stained cells are red colored. 4A
shows a marked inhomogeneous ponctiform immunoreactivity to AC V/VI ; 4B present AC 1
staining spread over the circular and longitudinal muscle layers, muscularis mucosa and
surrounding some blood vessels in the colonic sub-mucosa.
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rms VIII and IX in the enteric nervous
f control rats. The stained cells are red colored. SA shows the staining
for AC IX in the myenteric and sub-mucosal plexus ; 5B reveals the AC IX staining in the nerve

Figure SA-D : Localization of the adenylyl cyclase isofo
system from distal colon o

fibers in the mesentery ; 5C shows immunoreactivity for AC VIl in the nerve bundles in the
mesentery ; SD presents ACVIII staining in sub-mucosal and myenteric plexus.
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Figure 6 A-D : Localisation of the adenylyl cyclase isoforms 111 (6A), 1V (6B), V/VI (6C) and VIl
(6D) in distal colon from irradiated rats four days after exposure to ionising radiation. The stained
cells are red colored. 6A-C show a marked decrease of the intensity and frequency of staining in the
two basal thirds of the crypt for AC 111 (6A), AC IV (6B) and a complete loss for isoform V/VI (6C) ;
6D shows a decreased AC VIl immunoreactivity in the crypt cells of the luminal surface.



Figure 7 : Localisation of the PCNA staining in the crypts from rat distal colon. The stained
cells arc red colored. 7A shows the PCNA staining spread over about one basal half of the crypt
for the control rats ; 7B presents the PCNA staining over the whole crypt except in the very
upper part of the crypt and in the luminal surface cells for the irradiated rats four days after
exposure to ionising radiation.
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DISCUSSION GENERALE

L’exposition aux rayonnements ionisants induit une série d’altérations
structurales, fonctionnelles et cellulaires dans le c6lon distal de rat, conduisant, dans les
jours qui suivent I’irradiation, a un certain nombre de symptomes cliniques tels que la
diarrhée.

Ce travail de thése a mis en évidence des modifications fonctionnelles du c6lon
distal, a savoir des altérations de la capacité absorptive et sécrétoire coliques, dans la
semaine qui suit I’exposition aux rayonnements ionisants. Les altérations les plus
importantes ont été observées principalement 4 jours apres irradiation et ne sont plus
détectables 7 jours aprés exposition. L’originalité de ce travail provient de la démarche
suivie : 1’étude in vivo au niveau de I’organe et in vitro dans la muqueuse colique des
mécanismes des dysfonctionnements absorptifs et sécrétoires conduisant a la diarrhée
radio-induite a été poursuivie par I’étude des altérations des mécanismes au niveau des
cryptes isolées, les unités structurales et fonctionnelles du cblon, et enfin par celle des
modifications de 1’activit¢ enzymatique et des récepteurs dans des préparations
membranaires de la muqueuse colique. Les mécanismes de I’altération radio-induite de
la réponse sécrétoire ont été¢ partiellement identifiés, au niveau intracellulaire, par
I’étude de I’altération des voies de signalisation, et plus particulierement celle de la voie

AMPc conduisant a la diminution de la réponse sécrétoire au VIP (Schéma 28).
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Le renouvellement épithélial apres irradiation

Les altérations radio-induites de la capacité absorptive et sécrétoire du colon
distal pourraient étre dues soit aux altérations des cellules présentes lors de 1’irradiation,
soit a des cellules nouvellement formées aprés I’irradiation et ayant des propriétés
fonctionnelles différentes. Les effets de 1’irradiation les plus importants ont été observés
principalement 4 jours aprés exposition aux rayonnements ionisants. L’apparition des

dysfonctionnements radio-induits a ce temps peut étre expliquée par le temps de



renouvellement de 1’ensemble des cellules des cryptes coliques. En effet, Sunter et coll.
ont calculé un taux de renouvellement des cellules des cryptes dans le célon de rat
d’environ 7 cellules par heure et un nombre total de 735 cellules par crypte (Sunter et
al. 1979), ce qui permet d’estimer un temps de renouvellement des cryptes de 4,3 jours.
L’altération des capacités absorptive et sécrétoire apres irradiation pourrait donc étre
due a la modification de cellules formées aprés 1’exposition aux rayonnements
ionisants, ces cellules constituant, 4 jours apres irradiation, la majorité des cellules de
I’épithélium colique. L’absence de diminution de la capacité sécrétoire ou absorptive,
observée un jour apres irradiation, pourrait étre expliquée par la présence d’une
proportion trop faible de cellules nouvellement formées et fonctionnellement altérées
pour qu’un dysfonctionnement apparaisse.
Ces dysfonctionnements radio-induits sont transitoires, puisque les altérations ne sont
globalement plus observées 7 jours aprés exposition. Le retour a des capacités
absorptive et sécrétoire du colon comparables a celles des animaux témoins peut
s’expliquer par la desquamation de la plupart des cellules épithéliales altérées et leur
remplacement par une nouvelle génération de cellules fonctionnelles. Le retour a la
normale est observé 7 jours aprés irradiation et non pas 8 jours apres exposition comme
le temps de renouvellement d’environ 4 jours le laisserait supposer. Ceci peut étre
expliqué par un raccourcissement du temps de renouvellement des cryptes coliques
aprés irradiation. Il a en effet été démontré, chez la souris, que 1’irradiation diminue la
durée du cycle cellulaire, ce qui peut raccourcir le temps de renouvellement des cryptes
(Maisin et al. 1977).

Modifications morphologiques radio-induites de I’épithélium.

L’altération structurales de 1’épithélium est 1'une des principales hypothéses
proposées pour expliquer 1’origine des perturbations intestinales radio-induites. Les

pertes d’eau et d’¢lectrolytes apres irradiation, a des doses provoquant un syndrome
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gastro-intestinal, ont été attribuées a la dénudation de 1’épithélium intestinal a la suite
d’un arrét de la mitose des cellules souches dans les cryptes intestinales (Quastler 1956,
Gunter-Smith 1995). Les doses d’irradiation abdominales de 10 Gy gamma et 9 Gy X
utilisées dans notre travail n’induisent pas de syndrome gastro-intestinal. L’étude
morphologique des tissus du colon distal permet de déterminer le réle des altérations
structurales de 1’épithélium colique dans les perturbations des capacités absorptives et
sécrétoires du colon de rat. Il a été observé 4 jours apres irradiation de 9 Gy X une
augmentation de la lumiére des cryptes, une augmentation de la longueur de ces cryptes,
malgré une diminution de 25% du nombre de leurs cellules, ce qui implique un
changement de forme des cellules. Les coupes histologiques utilisées pour Ia
localisation des isoformes d’adénylyl cyclase ont montré une légére altération non
homogene de la surface de I’épithélium de la lumicre colique, un léger relachement de
la lamina propria et un espacement plus important des cryptes. Par contre, les structures
tissulaires telles que la muscularis mucosa, la sous-muqueuse et les couches musculaires
ne sont pas modifiées apres irradiation. Ces observations suggérent une absence
d’altérations morphologiques majeures du colon distal de rat aprés exposition aux
rayonnements ionisants. Les modifications structurales radio-induites concernent
principalement 1’épithélium et dans une moindre mesure les structures sous-jacentes des
cryptes. Ce résultat peut étre expliqué par une plus grande radiosensibilité des cellules
épithéliales dont le temps de renouvellement est plus rapide que celui des cellules
d’autres structures tissulaires telles que les couches musculaires. Des observations
similaires telles qu’une légere dilatation de la lumiére des cryptes et une absence de
rupture de I’épithélium de surface, ont été effectuées 4 jours apreés irradiation corps
entier a la dose de 8 Gy gamma dans le colon de rat (Dublineau et al. 2000). Par contre,
aprés une irradiation de 10 Gy gamma corps entier, les données histologiques montrent,

4 jours apres exposition, une désorganisation complete de la structure des cryptes ainsi
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qu’une dilatation importante de leur lumicre et une altération de I’intégrité épithéliale ;
la lamina propria est altérée tandis que les couches musculaires restent normales
(Dublineau et al. 2002). Pour des doses d’irradiation aux effets sensiblement similaires
(9 Gy X et 10 Gy gamma), ’altération histologique pourrait donc étre plus importante
aprés une irradiation corps entier qu’apres une exposition abdominale. Cette différence
pourrait étre expliquée par le fait qu'une petite partie du tractus gastro-intestinal ne
serait pas exposée dans la configuration d’irradiation abdominale. Le temps de survie
est en effet augmenté, par rapport a une irradiation corps entier, lorsqu’une zone de 10
cm de Dintestin gréle est protégée des rayonnements (Vigneulle et al. 1989).
Néanmoins, dans notre étude, le champ d’irradiation incluant le tractus gastro-intestinal
du duodénum jusqu’au cblon distal dans la configuration d’irradiation abdominale, il est
peu probable que cette hypothése soit a retenir. Au cours d’une irradiation corps entier,
I’exposition aux rayonnements ionisants de systémes biologiques autres que ceux de la
sphére abdominale, le systéme hématopoiétique par exemple, pourrait contribuer aux
dommages causés au colon. Par exemple, I’étude de Murphy et coll. a montré que
I’absence d’exposition de 75% de I’intestin (extérioris¢) a une irradiation de 7 Gy X
conduisait & la migration de cellules hématopoictiques des ganglions lymphatiques
mésentériques et du sang de la zone protégée vers la rate (Murphy et al. 1967).
Néanmoins d’autres données de la littérature suggérent que la différence entre une
irradiation corps entier et une irradiation abdominale ne s’exprime qu’au niveau
fonctionnel : une irradiation abdominale induit des altérations de la fonction colique a
des doses plus fortes que celles nécessaires a I’apparition de dysfonctionnement apres
une irradiation corps entier ; mais cette différence de fonctionnalité cdlique radio-
induite n’est pas associée a des altérations histologiques (Dublineau et al. 2002).

Dans notre étude, 4 jours aprés l’irradiation, les altérations histologiques

abdominales restent mineures et ne reflétent pas les importantes altérations de la
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capacité absorptive et sécrétoire. Malgré une bordure épithéliale colique globalement
continue suggérant une bonne cohésion entre les cellules, I’augmentation de la
conductance du tissu, déterminée a partir des parameétres de base mesurés en chambre
de Ussing, met en évidence une perte de 1’intégrité du tissu. MacNaughton et coll. ont
également observé une augmentation de la conductance transépithéliale dans I’iléon de
rat, 2 et 48h aprés une irradiation 10 Gy gamma sans altération histologique majeure de
I’épithélium (MacNaughton et al. 1994). La perte cellulaire observée au niveau des
cryptes pourrait contribuer a 1’augmentation de la conductance. Cette forte
augmentation de la conductance et [’observation d’une apparente continuité de
I”épithélium suggérent une altération possible des jonctions serrées dans le colon distal
de rat par I’irradiation. Des altérations radio-induites des jonctions serrées sont décrites

dans I’intestin de rat (Porvaznik 1979).

Apparition de symptomes cliniques radio-induits : la diarrhée
Les pertes d’eau et d’¢lectrolytes conduisant a la diarrhée sont couramment observées
apres irradiation (Conard et al. 1956, Geraci et al. 1987). Elles sont généralement
attribuées a la dénudation de I’intestin gréle en relation avec une inhibition radio-induite
des mitoses des cellules souches (Quastler 1956). Cette perte de la muqueuse intestinale
provoque une augmentation de la perméabilité intestinale (Chun et al. 1997). En plus
d’une augmentation de la perméabilité intestinale due a la perte de la muqueuse, des
altérations du transport actif transépithélial des électrolytes peuvent jouer un réle
important dans les phénomenes de diarrhée radio-induites (Curran ef al. 1960). En cas
de pathologies de I’intestin gréle associées a une diminution d’absorption ou a une
augmentation de la sécrétion, la capacité de réserve du colon peut généralement
compenser 1’augmentation des quantités d’eau provenant de I’iléon et empécher

I’apparition de diarrhées. Le flux hydrique provenant de 1’iléon est approximativement
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de 2 litres par 24 heures tandis que la capacité d’absorption du célon atteint environ 5
litres par 24 heures, ce qui met en évidence la capacité de réserve colique. En cas de
dépassement de la capacité absorptive de réserve du colon par le flux hydrique iléal, une
augmentation de D’excrétion fécale hydrique conduisant a la diarrhée est observée.
Cependant, le colon peut €galement étre responsable de 1’apparition de diarrhée (Read
1982) : une absence de dysfonctionnement de 1’iléon générant un flux hydrique iléal
normal en association avec une diminution de 1’absorption ou une augmentation de la
sécrétion colique conduit a la diarrhée. Enfin, en cas de pathologie de I’intestin gréle
conduisant a un flux hydrique anormal, une diminution de la capacité d’absorption ou
une augmentation de la sécrétion dans le colon distal peut conduire a une amplification
de la diarrhée. Dans notre étude, la capacité absorptive du colon, mesurée in vivo par la
technique d’agarose, a mis en évidence une diminution de la capacité d’absorption du
colon distal apres irradiation. La technique d’agarose permet de mesurer les pertes ou
les gains en eau d’un cylindre d’agarose (de poids et de composition en électrolytes
connus), placé en étroit contact avec la muqueuse colique, simulant ainsi les feéces
(Zammit et al. 1994). Cette technique mesure donc l’absorption nette colique qui
représente la résultante de 1’absorption et de la sécrétion de ce segment. La diminution
de I’absorption nette dans le colon distal peut étre due a une augmentation de la réponse
sécrétoire apres irradiation ou a une diminution radio-induite de la capacité absorptive
colique, voire aux deux processus. De plus, les capacités d’absorption et de sécrétion
coliques de 1’eau et des électrolytes sont dépendantes du fonctionnement du transport
transcellulaire par les canaux, les cotransporteurs et les échangeurs dans la membrane
apicale (aquaporines pour I’eau, principalement les échangeurs Na'/H" pour les ions
sodiques, les échangeurs chlorures/anions pour les ions chlorures) et ceux de la
membrane basolatérale (tels que le cotransporteur Na'/K'/2Cl et la pompe Na'/K -

ATPase) ( voir le chapitre intitulé modalité du transport de 1’eau et des électrolytes). Le
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transport passif paracellulaire par les jonctions serrées a aussi une influence sur les
capacités absortive et sécrétoire du cdlon (Spring 1983). Le fonctionnement de ces

transports transcellulaires et paracellulaires pourrait étre altéré par 1’irradiation.

La capacité absorptive aprés irradiation

La diminution de I’absorption nette de 1’eau et des ¢lectrolytes observée apres
irradiation suggeére une altération des mécanismes impliqués dans la fonction
constitutive d’absorption colique. En effet, dans notre étude, la diminution de
I’absorption de I’eau et des ions Na’, CI" et K', 4 jours aprés irradiation, est en faveur
d’une diminution de la capacité absorptive du colon. Cette conclusion semble étre en
accord avec les observations de différentes études de la littérature (en anses isolées)
démontrant, aprés une irradiation abdominale de 10 Gy, une diminution de 1’absorption
d’eau (50%) dans le cdlon de rat, 3 jours apres exposition (Empey et al. 1992) ou dans
le colon de furet, 2 jours apres exposition a une irradiation corps entier de 10 Gy
(MacNaughton et Leach 1995). En ce qui concerne les électrolytes, une diminution de
I’absorption des ions sodiques et chlorures a été mise en évidence, 4 jours aprés une
irradiation a la dose de 8 Gy (Dublineau et al. 1998). De méme, 1’absorption des ions
sodiques est diminuée aprés une irradiation X en corps entier de 15 Gy d’aprés une
¢tude réalisée par la perfusion du gros intestin (Sullivan 1966). Une diminution de la
capacité absorptive est donc observée pour différentes configurations d’irradiation
(abdominale ou corps entier) et pour différentes espéces.

Dans notre étude, la diminution de 1’absorption de I’eau est de 1’ordre de 80%. Pour les
électrolytes, 1’absorption des ions sodiques et chlorures est diminuée de 50% et 30%
respectivement tandis que celle des ions potassiques est réduite de 90%. Les altérations
d’absorption des ions potassiques induites par 1’irradiation abdominale de 10 Gy dans

notre étude semblent é&tre légérement différentes de celles observées pour une



irradiation en corps entier a la dose de 6 Gy (Dublineau et al. 2000). La mesure par la
technique d’agarose du transport des ions potassiques, montre un flux d’ions
potassiques légérement absorptif chez les animaux témoins similaire a celui observé au
cours de notre étude. Par contre, le flux d’ions potassiques devient 1égérement sécrétoire
4 jours aprés I’irradiation de 6 Gy en corps entier (Dublineau et al. 2000) alors que ce
flux reste légérement absorptif dans notre étude. Néanmoins, les deux valeurs obtenues
pour le transport des ions potassiques sont quasiment nulles et suggérent une absence
d’absorption des ions potassiques apres irradiation.

Apreés irradiation en corps entier, 1’absorption des ions sodiques et chlorures semble étre
altérée de maniére similaire. Une irradiation en corps entier diminue le flux des ions
sodiques et chlorures de 58% et 59% respectivement 4 jours aprés exposition
(Dublineau et al. 1998). Cette observation est en accord avec le mécanisme de couplage
de I’absorption des ions sodiques et chlorures décrit dans le colon distal de rat et
impliquant les deux échangeurs apicaux Na'/H" et CI/HCOs™ (Binder et al. 1987). Dans
notre étude, la capacité d’absorption des ions chlorures semble étre moins altérée par
une irradiation abdominale que 1’absorption des ions sodiques. Cette différence pourrait
étre due a la diminution, observée aprés irradiation, de la réponse sécrétoire des ions
chlorures, ce qui limite le retour des ions chlorures dans la lumiére colique. La
différence d’absorption entre les ions sodiques et chlorures peut également s’expliquer
par I’intervention de canaux capables d’absorber les ions chlorures indépendamment
des échangeurs chlorures/anions. Les canaux CFTR (Kunzelmann et Mall 2001) ainsi
que certains canaux CLC (Lipecka et al. 2002) sont capables d’absorber les ions
chlorures et pourraient donc compenser 1’altération des échangeurs apicaux apres une
irradiation abdominale. Une sécrétion d’ions sodiques dans la lumiere colique pourrait
également s’effectuer par un passage paracellulaire a travers les jonctions serrées

altérées aprés irradiation. Enfin, il se peut que I’irradiation découple I’absorption des
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ions sodiques de celle des ions chlorures, en altérant davantage les transporteurs des
ions sodiques et notamment les échangeurs NHE que les transporteurs des ions
chlorures tels que les échangeurs CI/HCO;™ et CI/OH'. Des analyses d’expression de
génes réalisées par macroarray, sur la muqueuse colique de rat ont été effectuées a
I’Institut Gustave-Roussy, dans 1’unité METSI, en collaboration avec le docteur Marie-
Catherine Vozenin-Lebreton. L’étude de I’expression des ARNm, par macroarray, a mis
en évidence la réduction d’un facteur 7 de ’ARN messager de la protéine 1 de
I’échangeur Na'/H" dans la muqueuse colique de rat, ce qui est en accord avec une
altération radio-induite des transporteurs sodiques. L’altération transitoire des flux de
Na' pourrait également provenir d’une altération du nombre de pompes Na'/K'-ATPase
et/ou de leur activité, une diminution de leur activité dans I’intestin gréle de rat apres
irradiation (en corps entier) étant décrite dans la littérature (Lebrun et al.1998). Les
analyses de I’expression de génes (macroarray), réalisées sur la muqueuse colique de
rat, ont montré une réduction de I’expression des sous-unités ol et B1 de la Na'/K'-
ATPase d’un facteur 3, en accord avec une diminution possible du nombre de pompes
Na'/K'-ATPase.

Une altération plus grande pour 1’absorption de 1’eau que pour celle des ions sodiques
suggere que I’irradiation induit des effets différents sur les transports de 1’eau et celui
des électrolytes. Les cryptes coliques de rat jouent un role majeur dans 1’absorption de
fluide, associée a la formation d’un absorbat hypertonique générant un gradient
osmotique a travers la paroi des cryptes. Cet absorbat hypertonique sodique permet
I’extraction de 1’eau des féces contre une forte résistance hydraulique due a I’osmolarité
¢levée des feces dans la lumiére colique (Pedley et Naftalin 1993). L’absorbat
hypertonique résulte du transfert des ions sodiques de la lumiére colique vers I’espace
péricryptique par I’échangeur Na'/H" situé dans la membrane apicale et par la pompe

Na'/K'-ATPase dans la membrane basolatérale. Une partic des ions sodiques est
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retenue dans 1’espace péricryptique par une barriére physique constituée de
myofibroblastes (Naftalin et Pedley 1999). Cet absorbat hypertonique conduit alors a la
réabsorption de I’eau. L’absorption des ions sodiques est cependant moins altérée par
I’irradiation que D’absorption d’eau. L’irradiation pourrait notamment altérer le
fonctionnement des aquaporines impliquées dans le transport de ’eau. L’étude de
I’expression des ARN messagers par macroarray des transporteurs et canaux de la
mugqueuse colique de rat a permis de mettre en évidence une diminution d’un facteur 2.5
de I’expression de I’ARNm de 1’aquaporine 3 qui pourrait expliquer une altération du
transport de I’eau. La diminution de I’absorption de 1’eau apres irradiation pourrait
¢galement provenir d’une altération de I’absorbat hypertonique sodique qui pourrait étre
expliquée par différents processus. Dans notre étude, I’irradiation semble diminuer le
transport des ions sodiques de la lumiére vers I’absorbat hypertonique notamment par
Ialtération des transporteurs Na'/H" et de la pompe Na'/K'-ATPase (voir ci-dessus).
L’altération de ’absorbat hypertonique conduisant a la perte d’eau et d’électrolytes
pourrait également étre due a une modification de la perméabilit¢ de 1’épithélium
colique par une altération des jonctions serrées ou par la perte cellulaire apres
irradiation permettant la sortie des ions sodiques de 1’espace péricryptique (Thiagarajah
et al. 2000). Une altération de I’intégrité de 1’épithélium colique est en accord avec
I’augmentation de conductance observée in vitro en chambre de Ussing et avec la
différence de potentiel qui met en évidence une diminution du gradient électrique
transépithélial. Des études précédentes ont également montré une perturbation des
jonctions serrées dans 1’iléon de rat, conduisant a une augmentation de la perméabilité
transépithéliale, 3 et 5 jours apres irradiation (Porvaznik 1979). De plus, une étude
effectuée sur ’intestin gréle de rat a montré, aprés une irradiation de 8 a 10 Gy, une
altération de diverses protéines des jonctions serrées (Dublineau et al. 2002, sous

presse). L’altération des myofibroblastes péricryptiques pourrait étre impliquée dans la
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diminution de I’absorbat hypertonique. Il a ét¢ démontré récemment qu’ une irradiation
en corps entier altére la couche de myofibroblastes (Thiagarajah et al. 2000). La perte
de cette barriere conduit a la sortie des ions sodiques de 1’espace pérycriptique dans les
capillaires péricryptiques (Pedley et Naftalin 1993).

L’altération de la capacité absorptive par l’irradiation suscite des commentaires
complémentaires : la perte cellulaire (25% des cellules des cryptes) pourrait contribuer a
la diminution de la surface absorptive de la lumiére colique et ainsi jouer un réle dans
I’altération de la capacité d’absorption. Les cellules perdues pourraient, par exemple,
représenter une part importante des cellules absorptives localisées notamment au sein de
I’épithélium de surface dans la lumiére colique. L’observation, sur les coupes
histologiques utilisées pour la localisation des isoformes de 1’adénylyl cyclase, d’une
altération de la surface de I’épithélium de la lumiére colique sur une partie de
I’épithélium de la lumiére colique (environ 15%) est en accord avec cette hypothese.

Le phénomeéne de diarrhée est également la résultante de dysfonctionnements de la
motricité digestive (Read 1983). Les principales études, réalisées chez le chien, ont
montré que I’irradiation entrainait des altérations de la motricité intestinale et colique
avec notamment une altération du transit intestinal (Summers et al. 1987). Une
désorganisation de la motricité et un raccourcissement du temps de transit ont été
également observés dans le colon de rat apres une irradiation abdominale 10 Gy (y)
suggérant que ce mécanisme pourrait intervenir dans I’apparition de diarrhée (Picard et
al.2001).

La capacité de réserve du colon, généralement capable de compenser 1’augmentation
des quantités d’eau provenant de 1’iléon, est donc altérée par I’irradiation. De plus, la
diminution d’absorption de I’eau et des électrolytes contribue a 1’augmentation de la
quantité d’eau et d’électrolytes déja présente dans la lumiére colique et contribue ainsi a

I’amplification du phénoméne de diarrhée.
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Capaciteé sécrétoire apres irradiation

Le courant de court-circuit (I) observé en chambre de Ussing est di a
I’accumulation de charges négatives dans la lumiére colique et peut donc étre la
résultante d’un courant d’anions sortant vers la lumiére colique et/ou d’un courant
entrant de cations. Dans le colon distal de rat, il a ét¢é montré que le courant de court-
circuit en conditions basale et stimulée (Aly.) représentait principalement une sécrétion
d’ions chlorures (Bridges et al. 1986, Sanchez de Medina 2002). La contribution d’une
absorption électrogénique d’ions sodiques dans le segment colique est peu
vraisemblable a cause de 1’absence de réponse a 1’amiloride, le canal sodique étant
sensible a cet inhibiteur (Binder et al. 1987). D’autres études utilisant du **Na et *°Cl
ont également démontré que les augmentations d’l,, aprés stimulation (par le
nitroprusside de sodium) dans le colon distal de rat sont attribuées a la sécrétion
d’anions (Wilson et al. 1993).

Une diminution du Al aprés irradiation peut provenir soit d’une augmentation
de Il basal soit d’une diminution de la réponse maximale stimulée. Dans notre étude,
une diminution a la fois de I’I . basal et de I’I, pour la réponse stimulée par le VIP a été
observée. La diminution de la réponse sécrétoire aprés irradiation est due a une
diminution de la réponse maximale stimulée plus importante que celle de la réponse
basale. L’effet de I’irradiation sur D’altération de la réponse sécrétoire semble é&tre
différente chez d’autres espéces et dans d’autres segments du tractus gastro-intestinal
étudiés. Dans I’intestin gréle de lapin, une augmentation de 1’I, basal est accompagnée
d’une diminution de 'l pour la réponse stimulée par la théophylline, la réponse
sécrétoire étant globalement diminuée (Gunter-Smith 1995). Dans notre étude, la
diminution de la réponse sécrétoire au VIP et a la forskoline suggére une diminution de

la capacité sécrétoire du colon. Cette diminution de la capacité sécrétoire du colon ne
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conduit donc pas a D’amplification de la diarrhée radio-induite en provenance de
I’intestin gréle. Néanmoins, la réponse sécrétoire colique produite par 1’activation de la
voie calcique par un agoniste tel que le carbachol n’est que peu altérée apres irradiation.
L’absence d’une altération radio-induite de la réponse sécrétoire au carbachol constitue
une réponse spécifique du colon, puisque des augmentations de la réponse sécrétoire en
conditions basales ou apres stimulation au carbachol ont été observées dans I’intestin
gréle de rat (Lebrun et al. 1998).

Une diminution de la capacité sécrétoire en réponse au VIP pourrait constituer une
réponse adaptative ou défensive de la part du cblon, face a la perte excessive de fluide et
d’¢lectrolytes en provenance de I’intestin gréle. D’autre part, cette diminution de
réponse a différents sécrétagogues démontre une altération radio-induite, de la sécrétion
d’ions chlorures normalement impliquée dans la réponse intestinale & une agression

luminale (Wood 1993).

La réponse sécrétoire via la voie de signalisation calcique apres irradiation

L’altération de la réponse sécrétoire par I’irradiation semble étre dépendante de
la voie de communication intracellulaire activée par les différents sécrétagogues. La
réponse sécrétoire stimulée par le carbachol est moins altérée que celle stimulée par le
VIP (diminution de 60%). Dans notre étude, une diminution non significative a été
observée aprés stimulation(s) unique ou successives (courbes dose-réponse) par le
carbachol. Les modifications radio-induites des caractéristiques des récepteurs
muscariniques dans la muqueuse colique de rat, en particulier la forte réduction (environ
80%) du nombre de sites de liaison, sont en accord avec la diminution de la réponse
sécrétoire maximale au carbachol. Néanmoins, il existe une différence entre la
diminution importante du nombre de sites et la diminution, non significative, de 30 %

environ de la réponse sécrétoire. La réponse sécrétoire au carbachol implique des
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récepteurs nicotiniques et muscariniques pour lesquelles 5 sous types sont connus a ce
jour (Caulfield et Birdsall 1998). Dans le colon de rat, les récepteurs muscariniques de
la classe M1 ont été révélés sur les nerfs entériques et ceux de la classe M3,
majoritaires, sur les cellules épithéliales (Khare ef al. 1993, O’Malley et al. 1995). La
présence des sous-types M4 et M5 dans le célon reste incertaine. Les récepteurs M3 ont
été impliqués dans la sécrétion des ¢€lectrolytes via 1’activation de la guanylate cyclase
(Khare et al. 1993). Parmi les différents types de récepteurs muscariniques
potentiellement altérés par I’irradiation, il se peut qu’une fraction seulement de ces
récepteurs soit impliquée dans la réponse sécrétoire (récepteurs M3). L’irradiation
pourrait également avoir un effet hétérogene sur les différents sous types de récepteurs.
L’augmentation de [Daffinit¢ des récepteurs muscariniques est en accord avec
I’augmentation significative de la réponse sécrétoire au carbachol observée 4 jours apres
irradiation pour une faible dose de carbachol.

Malgré D’altération des récepteurs muscariniques par 1’irradiation, le maintien d’une
réponse sécrétoire calcique peut s’expliquer par I’activation de plusieurs éléments de la
voie de communication calcique par I’irradiation. Il a ét¢ montré, dans des lignées
cellulaires tumorales, des modifications radio-induites de la protéine kinase C telles que
I’augmentation de 1’activité de 1’enzyme (Hallahan er al. 1991), de la quantité de
protéines (Kim et al. 1992) et de I’expression d’ARN messager (Woloschak et al. 1990)
ou de la translocation de I’enzyme du cytosol a la membrane plasmique d’hépatocytes
de rat (Nakajima et Yukawa 1996). Récemment, il a ét¢ montré que I’activation de la
protéine kinase C par I’irradiation s’effectue via I’activation des phospholipases C et la
production de diacylglycérol (Nakajima et Yukawa 1999). Enfin, une augmentation
transitoire et précoce de la concentration du second messager Ca”" intracellulaire aprés
irradiation a été décrite dans la lignée HT-29 (Todd et Mikkelsen 1994). L’ensemble de

ces observations a conduit a 1’étude complémentaire de la voie de communication
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intracellulaire calcique. Des études préliminaires de la mesure de calcium intracellulaire
par spectrofluorimétrie a I’aide d’une sonde chélatant le calcium (Fura-2) ont été
effectuées sur des cryptes micro-disséquées d’animaux témoins. L’augmentation de la
quantité de calcium intracellulaire aprés stimulation par le carbachol a été observée a la
base et dans la partie supérieure des cryptes. D’aprés les données de la littérature, une
réponse calcique a été mise en évidence dans la moitié inférieure des cryptes coliques
de rat par patch-clamp (Bohme et al. 1991) et par I'utilisation du Fura-2 (Lindqvist et
al. 1998) ; dans le second cas, Lindqvist et coll. ont observé une propagation de la
réponse selon I’axe cryptique. L’observation, dans notre étude, d’une réponse dans la
partie supérieure de la crypte pourrait étre expliquée par une différence de technique
employée (dissection par chélation avec de ’EDTA dans 1’étude de Lindqvist et coll. et
microdissection et addition d’un perméabilisant dans notre étude) ou bien encore par la
détérioration des cellules de la partie supérieure des cryptes, une augmentation de la
concentration de calcium intracellulaire étant liée a la mort cellulaire. Néanmoins, la
faible proportion (1/10) de cryptes retenues pour 1’observation sous microscope par
rapport au nombre élevé de cryptes disséquées pose le probléme de la représentativité
de I’échantillon constitué par sélection de cryptes plus ou moins endommagées. La mise
au point de la technique de la mesure du calcium intracellulaire n’a pas été
suffisamment développée pour I’étude du calcium intracellulaire dans les cryptes

altérées d’animaux irradiés.

Altérations radio-induites de la voie de communication AMPc.
Une irradiation abdominale de 10 Gy altére davantage la réponse sécrétoire
provoquée par 1’activation de la voie de communication AMPc que celle obtenue apreés
stimulation des voies GMPc, NO ou calcique. La diminution de 80% de la réponse

sécrétoire maximale, a la fois pour le VIP et la forskoline, par comparaison avec une
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réponse non significativement diminuée pour les analogues de I’AMPc, suggere que la
voie de communication AMPc est altérée par I’irradiation en amont de 1’activation de la
protéine kinase A. Les origines de 1’altération de la réponse sécrétoire peuvent étre un
défaut de la quantité¢ d’ATP (substrat nécessaire a ’activité de 1’adénylyl cyclase), une
altération de la quantit¢ d’AMPc, un dysfonctionnement de 1’ adénylyl cyclase, du
couplage de la protéine G régulatrice aux récepteurs et a I’adénylyl cyclase, et/ou enfin
une altération des récepteurs VIP. La diminution de I’accumulation du second messager
AMPc dans les cryptes isolées en présence d’un inhibiteur des phosphodiestérases, est
en accord avec une altération de la production d’AMPc et donc avec une diminution de
la réponse sécrétoire. L’altération de la production d’AMPc apres stimulation par le VIP
étant plus importante qu’apres stimulation par la forskoline, un activateur direct de la
sous-unité catalytique de 1’adénylyl cyclase, il est permis de poser 1’hypothése d’une
altération de la sous-unité régulatrice de I’adénylyl cyclase, du couplage protéine G
récepteur/adénylyl cyclase ou des récepteurs VIP aprés exposition aux rayonnements
ionisants. La diminution de 1’activité de I’adénylyl cyclase, significative dans le cas du
VIP mais non significative avec la forskoline, conduit a la réduction de la production
d’AMPc et est compatible avec les hypothéses précédentes. La diminution de la
production d’AMPc ne provient probablement pas d’un défaut d’ATP, puisque
I’altération de la D’activité de I’adénylyl cyclasique est observée alors que les
expérimentations sont réalisées dans des préparations membranaires de la muqueuse
colique dans des conditions optimales de fonctionnement du point de vue énergétique
(présence d’ATP et d’un systéeme de recyclage de I’ATP). L’absence de différence de
sensibilit¢ (ECsy) pour la réponse sécrétoire au VIP, chez les animaux témoins et
irradiés, est en accord avec I’absence de modification de I’affinité des récepteurs VIP.
Ces résultats suggérent que le couplage entre les récepteurs, la protéine G et I’adénylyl

cyclase n’est pas altéré par I’irradiation.
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La réduction d’un facteur 2 du nombre de récepteurs aprés irradiation peut expliquer la
diminution de la production d’AMP au sein des cryptes et la réduction de la réponse
sécrétoire maximale au VIP. Des modifications des caractéristiques des récepteurs VIP
ont déja été observées apres irradiation dans le jéjunum de porc (Griffiths et al. 1996).
La diminution d’un facteur 2 du nombre de récepteurs VIP par un phénomeéne de
désensibilisation tel que 1’internalisation des récepteurs, comme il a été observé dans la
lignée cellulaire HT29 (Boissard et al. 1986), pourrait étre due a une augmentation de la
concentration en VIP dans le c6lon. Hockerfelt et coll. ont décrit une augmentation de la
concentration en VIP et du nombre de fibres nerveuses VIPergiques dans la muqueuse
colique chez le rat et I’homme aprés irradiation (Hockerfelt et al. 1998, 1999, 2000).
L’¢étude ayant été effectuée sur membrane totale de la muqueuse colique, la diminution
du nombre de récepteurs VIP ne peut pas €tre due a une simple internalisation des
récepteurs, mais vraisemblablement a une dégradation de ces récepteurs qui serait
compatible avec une augmentation maximale de 1’activité lysozomale, entre 40 et 72
heures aprées irradiation, telle que celle décrite dans I’intestin de rat (Becciolini 1987).
En conclusion, la diminution de la réponse sécrétoire peut étre expliquée, en partie, par
une diminution de la production d’AMPc, une altération de 1’activité de 1’adénylyl

cyclase et une diminution du nombre de récepteurs VIP.

Effet du NO dans le célon distal de rat en conditions physiologiques et aprés

irradiation

Chez les animaux témoins, en accord avec les données de la littérature, la

réponse sécrétoire obtenue apres la stimulation par le NO ou par la guanyline est
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minoritaire, comparée aux réponses sé€crétoires au VIP et au carbachol via les voies
dominantes que sont les voies calcique et AMPc (Nobles et al. 1991). Le mode d’action
du NO sur la réponse sécrétoire dans le colon distal de rat reste controversé et peut
présenter plusieurs aspects :

L’action directe du NO sur la réponse sécrétoire peut conduire a la production de GMPc¢
dans les cellules épithéliales des cryptes. Une tres faible quantité de GMPc, similaire, en
réponse au SNP et a la guanyline, a été mesurée dans les cryptes du colon distal de rat et
est en accord avec la faible réponse sécrétoire obtenue pour ces deux sécrétagogues
(guanyline et donneur de NO (SNP)). Cette trés faible ¢lévation de GMPc apres
stimulation par le SNP peut étre expliquée par la présence d’une faible proportion de
guanylyl cyclase cytosolique dans les cellules des cryptes. Chez le rat, la proportion de
guanylyl cyclase cytosolique ne représenterait pas plus de 5% dans 1’épithélium de
I’intestin gréle (De Jongue 1975) et du colon (Craven et DeRubertis 1981). La trés
faible augmentation de la quantité de second messager GMPc en réponse a la guanyline
ou au SNP, dans un compartiment subcellulaire tel qu’un microdomaine pourrait étre
suffisante pour provoquer une réponse sécrétoire. La faible augmentation, a la limite de
seuil de détection par la méthode employée dans cette étude (mesure d’accumulation de
GMPc en crypte isolée), pourrait étre due a une synthése, suivie d’une dégradation
rapide, du GMPc produit par certaines isoformes de phosphodiestérases. Néanmoins,
I’emploi d’un inhibiteur a large spectre des phosphodiestérases, I'IBMX, n’est pas en
faveur de cette derniére hypothése.

Cette tres faible production de GMPc, aprés stimulation par le guanyline ou le NO, n’est
plus détectée apres irradiation, ce qui suggere une altération potentielle de la guanylyl
cyclase, comme postulé pour 1’adénylyl cyclase. Cette diminution de production de
GMPc associée a un maintien de la réponse sécrétoire apres irradiation suggere un effet

de NO sur la réponse sécrétoire indépendant d’une élévation de GMPc dans les cryptes
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coliques. La production de GMPc stimulée par le donneur de NO (SNP) pourrait
s’effectuer en dehors des cryptes coliques. Wilson et coll. ont observé une
immunolocalisation de GMPc, apres stimulation au SNP, dans la zone sous épithéliale
du coélon distal de rat (Wilson et al. 1996). L hypothése de ces auteurs est que le NO
active les cycloxygénases (Salvemini ef al. 1993) et la guanylyl cyclase cytosolique de
manicre indépendante dans le compartiment sous-épithélial. La production de PGE, qui
en résulte est capable d’activer, directement ou indirectement, par la stimulation des
nerfs entériques de la lamina propria, la sécrétion épithéliale d’anions. Le GMPc produit
dans la sous-muqueuse pourrait donc activer les neurones entériques (Garthwaite 1991)
et conduire a une réponse sécrétoire.

Ces effets positifs du NO sur la réponse sécrétoire dans le colon distal de rat sont en
opposition avec 1’effet négatif observé apres irradiation sur la réponse sécrétoire apres
activation de la voie AMPc par le VIP. L’absence de la sous-muqueuse et du systéme
nerveux entérique dans les expérimentations en crypte isolée suggere que D’effet
inhibiteur du NO observé a la fois sur la réponse sécrétoire au VIP et sur la production
d’AMPc stimulée par le VIP en crypte isolée est un effet inhibiteur direct sur les
cellules épithéliales.

Différents travaux récents ont montré une inhibition directe du NO sur les isoformes V
et VI de l’adénylyl cyclase (McVey et al. 1999, Hill et al. 2000). Notre étude
immunohistichimique a mis en évidence la présence prépondérante de 4 isoformes III,
IV et V/VI d’adénylyl cyclase dans les cellules des cryptes de colon distal. L’effet
inhibiteur du NO est donc bien en accord avec le type d’isoforme d’adénylyl cyclase
observé dans le cbdlon. Néanmoins, 1’effet inhibiteur du NO sur la voie de
communication AMPc, observé seulement chez les animaux irradiés, est paradoxal au
regard de la forte diminution du marquage de I’ensemble des isoformes de 1’adénylyl

cyclase et plus particulierement des isoformes V et VI dans les cryptes coliques, 4 jours
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aprés exposition aux rayonnements ionisants. L’action inhibitrice du NO pourrait étre
plus prononcée sur les cellules épithéliales des cryptes coliques pour lesquelles les
capacités antioxydantes pourraient étre réduites par les especes réactives de 1’oxygene
produites apres irradiation (Tubiana et al. 1986). Cet effet inhibiteur du NO sur la voie
AMPc suggere un role du NO dans la diminution de la réponse sécrétoire au VIP aprés
irradiation. En absence de 1’ajout d’un donneur de NO, le NO endogeéne pourrait
provenir des isoformes constitutive ou inductible de la NO synthase. Une réversion
complete de I’altération radio-induite de la réponse sécrétoire a la forskoline et a I’EFS,
observée en présence de L-NIL, un inhibiteur de la NO synthase inductible chez la
souris (Freeman et MacNaughton 2000), suggére 1’hypothése d’un réle de la iNOS dans
la réduction radio-induite de la réponse sécrétoire. Cette hypothése est également
supportée par 1’absence de diminution de réponse aux agonistes apres irradiation chez
des souris iNOsynthase (-/-) (Freeman et MacNaughton 2000). De plus, 1’élévation de
I’ARN messager de la iNOS apres irradiation est observée dans I’iléon et le colon de rat
(MacNaughton et al. 1998). Néanmoins, dans notre étude, I’absence de recouvrement de
la réponse sécrétoire, en présence d’un inhibiteur de la forme inductible (L-NIL), chez
les animaux irradiés, indique que la iNOS n’est pas impliquée dans I’altération de la
réponse sécrétoire. Dans le colon de rat, une ¢élévation de ’activité totale des NO
synthases a été observée 3 jours apreés une irradiation totale de 10 Gy, ayant
principalement pour origine une ¢lévation de 1’isoforme constitutive de la NO synthase
(Frangois et al. 1998). Dans notre étude, 1’analyse par macroarray de I’expression de
genes réalisée sur la muqueuse colique a montré une induction de 1’expression de la NO
synthase de type 3 (NOS constitutive endothéliale). L’activation d’une cNOS semble
donc étre spécifique de I’espece et dans le colon distal de rat, 1’altération radio-induite

de la réponse sécrétoire au VIP pourrait étre due a la production de NO par la cNOS.
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Des altérations similaires de capacité sécrétoire sont observées aprés une inflammation,
suggérant un réle important de celle-ci et donc du NO dans les altération radio-induites.
Dans le co6lon distal de rat, la réponse sécrétoire stimulée par la voie AMPc est altérée
aprés injection de TNBS (acide trinitrobenzénesulphonique) Par contre, la réponse
sécrétoire via la voie calcique n’est pas modifiée (Sanchez de Medina et al. 2002). Le
role du NO dans ’altération de la réponse sécrétoire est renforcé par I’observation d’une
diminution de réponse sécrétoire colique similaire chez des patients atteints de maladies
de type inflammatoire (Hawker ef al. 1980, Sandle et al. 1990). Une diminution de
réponse sécrétoire, aprés stimulation a I’IBMX et au carbachol a été observée a la suite
d’une rectocolite hémorragique (Afsaha ef al. 1999). Une réversion particlle de
I’altération est obtenue avec I’inhibiteur (L-NIL) pour les stimulations a I’EFS et a
I’IBMX agissant par la voie AMPc, et non pour le carbachol activant la voie calcique.
Au cours de I'inflammation (rectocolite hémorragique), le NO pourrait donc contribuer
a la diminution de la réponse sécrétoire en affectant la voie AMPc, sans altérer la voie
calcique (Afsaha ef al. 1999). Les réactions inflammatoires présentes au cours d’une
irradiation abdominale pourraient donc jouer un role dans I’apparition des altérations
radio-induites.

La capacité absorptive pourrait également étre altérée, apres irradiation, par un effet du
NO. Dans le colon distal de rat, le NO pourrait également diminuer le gradient
¢lectrochimique de sodium a travers la muqueuse par 1’altération de ’activité¢ de la
Na'/K'-ATPase, un effet inhibiteur de 1’action du NO sur la pompe ayant été observé
dans une lignée cellulaire rénale (Liang et Knox 1999). Ce phénoméne pourrait donc

également conduire a I’altération de la capacité absorptive observée apres irradiation.

Origines possibles des altérations radio-induites
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Plusieurs hypothéses permettent d’expliquer la diminution de la quantit¢ d’AMPc
et donc de la réponse sécrétoire dans 1’épithélium colique de rat aprés irradiation. Cette
altération pourrait provenir d’une réduction du nombre de cellules des cryptes et/ou
d’une réduction du nombre d’unités cyclasiques. Une modification par 1’irradiation
d’une potentielle interrelation entre la voie AMPc et d’autres voies de signalisation
intracellulaire pourrait également intervenir dans cette altération. L’hypoxie, capable
d’altérer D’activité de I’adénylyl cyclase (Taylor et al. 1998), pourrait également jouer

un role dans les modifications radio-induites.

Cellularité/morphologie

L’étude de la morphologie et de la cellularité des cryptes a montré une diminution
non significative du nombre de cellules, en association avec une augmentation de la
longueur des cryptes sans modification de leur largeur, suggérant une augmentation de
la taille des cellules des cryptes coliques. Une absence de la modification de la
cellularité et ’augmentation de la longueur des cryptes ont été décrites dans 1’iléon de
lapin apres irradiation (Gunter-Smith 1989). Une modification rapide de la forme des
cellules a également été observée aprés exposition de 1’épithélium de la muqueuse
colique de lapin a une solution acide conduisant a un rétablissement de 1’intégrit¢ de
I’épithélium (Lacy 1991). Néanmoins, dans le colon distal de rat, le changement de
forme des cellules épithéliales, observé 4 jours apres irradiation, n’est pas corrélé avec
un recouvrement de I’intégrité de I’épithélium colique comme I’indique 1’augmentation
de la conductance du tissu a ce temps. Le changement de forme des cellules épithéliale
pourrait constituer un mécanisme adaptatif de réparation, mais insuffisant pour rétablir
I’intégrité du tissu. D’autre part, I’exposition de la muqueuse a une solution acide altére
principalement les cellules bordant la lumiére tandis que I’irradiation dégrade les

cellules souches a la base des cryptes ou inhibe leur mitose empéchant le
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renouvellement cellulaire de la crypte. Le changement de forme des cellules épithéliales
aprés irradiation pourrait étre associé a la diminution de leur fonctionnalité, notamment
par une perturbation de leur cytosquelette dont le role dans la réponse sécrétoire via la
voie AMPc a été rapporté (Matthews et al. 1992). La forte réduction de la production
d’AMPc et de I’activité cyclasique en réponse au VIP ne semble donc pas étre corrélée
avec une perte cellulaire majeure au sein des cryptes, sauf si la réduction de 25 % du
nombre de cellules des cryptes concerne un nombre important de cellules sécrétoires,

conduisant alors a une perte significative de la réponse sécrétoire.

Adeénylyl cyclases : type et localisation des isoformes

Ce travail de thése a également permis de mettre en évidence les différents types
d’isoformes présentes dans les cellules des cryptes de cOlon. Dans la lamina propria,
I’isoforme VIII de 1’adénlylyl cyclase est principalement localisée dans les cellules de la
membrane plasmique morphologiquement associées aux cellules immunes
(plasmocytes, mastocytes ou granulocytes) et aux myofibroblastes notamment dans la
zone péricryptique ; I’isoforme II est présente majoritairement dans les macrophages
neutrophiles polynucléaires et en plus faible quantit¢ dans des lymphocytes. La
présence des isoformes II et VIII dans les cellules immunes de la lamina propria est
vraisemblable dans la mesure ou une activité cyclasique a été mise en évidence dans les
lymphocytes B et T dans la partie distale du tractus chez I’homme (Berstein et al. 1995).
Les isoformes II1, IV et VI se révelent dans la lamina propria entourant les cryptes sous
forme de marquage diffus. Les isoformes III, IV et V/VI sont présentes dans les couches
musculaires circulaires et longitudinales et dans la muscularis mucosa. L’adénylyl
cyclase de type II est également exprimée dans les couches musculaires et la muscularis

mucosa mais aussi dans la sous-muqueuse ou elle est présente autour des vaisseaux.

92



L’expression de I’isoforme II dans ces structures est en accord avec 1’identification
d’une voie de communication AMPc dans des cultures de cellules des muscles lisses
vasculaires ainsi que dans la paroi des vaisseaux sanguins in vivo (Werstiuk et al. 2000).
Il a ét¢ montré que la relaxation musculaire fait intervenir 1’activation de 1’adénylyl
cyclase par les neuropeptides VIP et PACAP (Maklouf et Murthy 1997) et donc pourrait
impliquer les isoformes II-VI. Les AC VIII et IX ont été¢ localisées dans les plexus
nerveux myentérique et sous-muqueux ainsi que dans les projections nerveuses
suggérant que l’expression de ces adénylyl cyclases n’est pas restreinte aux corps
cellulaires des neurones. Les neurones du plexus sous-muqueux et dans une moindre
mesure ceux du plexus myentérique sont immunoréactifs au VIP, particuliérement dans
le cblon distal de rat (Larsson et al. 1979). Ainsi il existerait une proximité entre le
neuropeptide VIP et son enzyme effectrice, ’adénylyl cyclase. Il a été montré que le
plexus sous-muqueux joue un role majeur dans la régulation du transport des fluides et
des électrolytes (Keast et al. 1984) tandis que le plexus myentérique est davantage
impliqué dans la motricité¢ (Yokoyama et North 1983). L’isoforme IX de 1’adénylyl
cyclase pourrait donc jouer un réle dans la réponse sécrétoire et dans la motricité
colique. Les isoformes III, IV et V/VI d’adénylyl cyclases ont été localisées dans les
cellules épithéliales des cryptes de colon distal ou la sécrétion des ions chlorures a lieu
(Binder et al. 1997). Ces isoformes pourraient étre impliquées dans la voie de
communication AMPc et donc dans la réponse sécrétoire. La présence de ces isoformes,
limitée apres irradiation a la partie haute des cryptes seulement, est en accord avec une
diminution du nombre d’unités cyclasiques de ces isoformes et par conséquent avec
I’altération de Dactivité cyclasique et de la production d’AMPc conduisant a la
diminution de la réponse sécrétoire. Ces isoformes III, IV et V/VI sont également
présentes dans la lamina propria et la muscularis mucosa. Le maintien du marquage de

ces isoformes dans les derniéres structures citées peut expliquer la divergence des
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résultats entre la réduction de la production d’AMPc mesurée dans des cryptes isolées
(80%) et la réduction de I’activit¢ de 1’adénylyl cyclase déterminée dans des
préparations membranaires de la muqueuse entiere (50%).

L’expression des isoformes III sensible au complexe Ca®'i/calmoduline, IV sensible
a la protéine kinase C et V/VI sensibles au NO et au calcium intracellulaire de
I’adénylyl cyclase dans les cryptes coliques (Hanoune et Defer 2001), permet
d’envisager une inhibition de la production d’AMPc et de la réponse sécrétoire par
I’intermédiaire d’agents d’autres voies de signalisation telles que le GMPc ou le Ca*";.
En ce qui concerne un potentiel effet inhibiteur de la voie calcique, 1’absence de
différence dans les résultats de la mesure de 1’accumulation d’AMPc en réponse au VIP
en présence ou en absence de carbachol chez les animaux témoins ou irradiés, n’a pas
permis de mettre en évidence une interrelation entre la voie AMPc et la voie calcique
stimulée par le carbachol. Néanmoins, la réalisation des expériences sur des cryptes
isolées en présence d’IBMX rend impossible la mise en évidence d’une éventuelle
dégradation de ’AMPc par des phosphodiestérases activées par le complexe Ca’';
/calmoduline. Par contre, la réponse sécrétoire obtenue chez les animaux irradiés dans le
cas de la stimulation carbachol+VIP n’est pas différente de celle obtenue apres
stimulation par le carbachol seul : tandis que I’irradiation diminue significativement la
réponse sécrétoire au VIP, la réponse stimulée par le carbachol ou co-stimulée par le
VIP+carbachol n’est pas altérée par I’irradiation. De plus, le profil de la réponse
sécrétoire apres co-stimulation VIP+carbachol présente la méme réponse rapide que
celle obtenue dans le cas du carbachol seul. Ces résultats suggerent que la réponse
prédominante de la voie calcique contrebalance la diminution de la réponse de la voie
AMPc. Aprés irradiation, la réponse non altérée stimulée par le carbachol reste
prédominante dans la réponse co-stimulée VIP+carbachol. L’absence de modification

par le carbachol de la réponse sécrétoire au VIP de la voie AMPc pourrait s’expliquer

94



par la présence, dans les mémes cellules des cryptes coliques, de I’isoforme III de
I’adénylyl cyclase, activée par le calcium et des isoformes V/VI inhibées par le calcium
dont les effets pourraient se compenser. Néanmoins, cette explication semble peu
probable, les concentrations physiologiques de Ca®'; inhibant les isoformes V/VI mais
pas I’isoforme III. Une explication alternative serait que les cyclases sensibles au Ca*";
présentes dans les cryptes coliques ne soient pas impliquées dans la réponse sécrétoire
ou bien, si ces cyclases ont un réle dans la réponse sécrétoire, qu’elles ne soient pas
localisées dans les mémes microdomaines, voire dans les mémes cellules, que les
canaux calciques. Une derniére hypothése serait qu’une interaction entre les voies
calcique et AMPc pourrait étre mise en place sous des conditions physiologiques autres
que celles étudiées.

Les études de co-stimulation VIP+guanyline réalisées en chambre de Ussing et
cryptes isolées ont mis en évidence 1’absence d’effet de la voie GMPc sur la voie
AMPc, aussi bien chez les animaux témoins qu’irradiés. Un effet du NO sur les cellules
épithéliales des cryptes, indépendant de la voie GMPc, a été postulé pour expliquer
I’effet inhibiteur du NO sur la réponse sécrétoire en chambre de Ussing et sur la
production d’AMPc en réponse au VIP (voir ci-dessus). En conclusion, il n’a pas été
observé d’interrelation entre la voie AMPc et les voies GMPc et calcique avec ou sans
irradiation. Seul le NO semble interagir avec la voie AMPc et jouer un role dans
I’altération de la voie AMPc aprés irradiation.

Dans notre étude, il ne peut étre exclu que les dysfonctionnements de la voie de
communication AMPc, et notamment 1’altération de 1’activité cyclasique, soient dus a
un effet de I’hypoxie induite par I’irradiation. En effet, il a ét¢ montré que ’irradiation
conduisait a une apoptose de I’endothélium de la microvasculature chez la souris (Paris
et al. 2001) et a la perte de capillaires et de veinules dés la dose d’irradiation de 2 Gy

(Baker et Krochak 1989), conduisant a une hypoxie. Apres une période d’hypoxie de
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72h, une réduction significative de la réponse sécrétoire au VIP, a la forskoline, et au
STa est observée dans la lignée T84, un modele de 1’épithélium colique tandis que la
capacité sécrétoire en réponse a une stimulation au carbachol n’est pas altérée (Taylor et
al. 1998). La diminution de la réponse sécrétoire est accompagnée d’une diminution de
la quantit¢t d’AMPc et de GMPc en conditions basale et stimulée sans diminution
significative de la quantit¢ d’ATP. Un mécanisme potentiel d’adaptation a I’hypoxie au
niveau cellulaire pourrait impliquer la régulation fonctionnelle des adénylyl et guanylyl
cyclase. L’hypoxie régule directement le niveau intracellulaire de 1’adénylyl cyclase
dans de nombreux types cellulaires (Ziind et al. 1996, Ogawa et al. 1992). De plus, la
stimulation de I’adénylyl cyclase par la forskoline réverse les réponses cellulaires
provoquées par I’hypoxie (Ziind et al. 1996) La possibilité d’un mécanisme de détection
de I’oxygene dans les cellules épithéliales impliquant [’héme présent dans les cyclases a

été postulé, justifiant le réle de I’hypoxie sur I’activité des cyclases (Taylor et al. 1998).

Prolifération/difféerenciation dans les cryptes coliques et effet de l’irradiation

Dans la muqueuse colique, les cellules souches localisées dans le compartiment de
prolifération a la base des cryptes produisent, par division, de nouvelles cellules
capables de proliférer et de se différencier. Les cellules épithéliales des cryptes migrent
vers la surface, au fur et au mesure de leur différenciation/maturation, établissant un
gradient de cellules a différents stades de maturation et de différenciation, les cellules
les plus différenciées étant situées principalement au sommet des cryptes. Dans notre
étude, le gradient de marquage pour les isoformes III, IV et V/VI de I’adénylyl cyclase
présentes dans les cryptes d’animaux témoins, correspondant approximativement au
gradient de différentiation/maturation, suggere une forte corrélation entre le degré de

maturation cellulaire et I’expression des adénylyl cyclases. Ces résultats sont en accord
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avec la détection d’une activité cyclasique principalement dans la partie haute des
cryptes coliques (Corriveau et Rojo-Ortega 1975), un gradient positif de la production
d’AMPc le long de I’axe cryptique de la base de la crypte vers la lumiére colique
(Craven et DeRubertis 1981) et une activité¢ de la protéine kinase A plus importante
dans les cellules superficielles qu’a la base des cryptes (Schwartz et al. 1988). De plus,
I’activité des phosphodiestérases dégradant I’AMPc est plus ¢levée dans la partie basse
des cryptes qu’a la surface (Craven et DeRubertis 1981) et donc, il a été proposé que
I’expression de certaines isoformes de 1’adénylyl cyclase spécifiques pourrait
fonctionner comme un ¢élément régulateur de la prolifération (Defer et al. 2000).
Néanmoins, il est nécessaire de s’interroger sur I’ordre des événements et notamment le
phénoméne déclenchant. La diminution de la production d’AMPc conduit-t-elle & un
arrét de la prolifération et engage-t-elle la cellule sur la voie de la
différentiation/maturation ou est ce I’état moins différencié des cellules qui conduit a la
diminution de la production d’AMPc? Dans différents types de cellules, la
concentration intracellulaire d’AMPc affecte la progression des cellules dans le cycle
cellulaire. Par exemple, la régulation de la prolifération par la transfection de cellules
(NIH3T3) par des isoformes spécifiques d’adénylyl cyclase est en faveur d’un réle
primordial de 1’adénylyl cyclase et de la production d’AMPc dans I’orientation vers la
différenciation (Smit ef al. 1998). De plus, Chastres et coll. suggerent que I’activité des
récepteurs VIP est un indicateur de la différenciation des cellules et que ce neuropeptide
pourrait étre un régulateur du développement normal et tumoral de la muqueuse
intestinale chez I’homme et chez le rat (Chastre ef al. 1986).

L’irradiation est connue pour avoir un effet sur la prolifération et la différenciation
(Potten et Grant 1998). Chez les animaux témoins, un marquage pour le PCNA est
observé dans la moitié inférieure des cryptes. Ce résultat est proche de celui obtenu dans

le colon distal de rat par autoradiographie aprés incorporation de [*H] thymidine qui
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indique une zone maximale de prolifération confinée dans le tiers inférieur de la crypte
(Sunter et al. 1979). La différence peut s’expliquer par la durée de demi-vie assez
longue du PCNA d’environ 20 heures qui conduit a un marquage persistant dans des
cellules récemment sorties du cycle cellulaire (Yu and Filipe 1993). Apres irradiation, le
marquage pour le PCNA est observé dans I’ensemble des cryptes, excepté dans la partie
haute des cryptes et dans 1’épithélium de surface, observation en faveur d’une
augmentation de la zone de prolifération des cryptes. Une extension du compartiment de
prolifération, aprés irradiation, a presque 1’ensemble de la crypte a déja été observée 4
jours apres exposition dans I’intestin gréle de rat (Becciolini 1987) et dans I’iléon le
lapin (Gunter-Smith 1989). Une plus grande proportion de cellules moins différenciées
au sein des cryptes apres irradiation pourrait par exemple influencer le nombre ou
’activit¢ de pompe Na'/K'-ATPase, diminuant ainsi le gradient nécessaire a
I’absorption de I’eau et des électrolytes. Une décroissance de I’activité de la Na'/K -
ATPase a été observée dans les cryptes en phase hyper proliférative constituées de
cellules présentant un cycle cellulaire raccourci a la différence des animaux non infectés
chez lesquels Dactivité de la Na'/K'-ATPase est stable tout le long de ’axe crypto-
villositaire (Wild et al. 1992). Le raccourcissement du cycle cellulaire (Maisin et al.
1977) ainsi que cette phase hyper proliférative des cryptes (Becchiolini 1987, Gunter-
Smith 1989) sont également observés apres irradiation. En ce qui concerne la réponse
sécrétoire, la forte diminution de la fréquence de marquage apreés irradiation des
isoformes III, IV et V/VI dans les deux tiers inférieurs des cryptes, la localisation de ces
AC ¢étant restreinte uniquement aux cellules différenciées dans la partie supérieure des
cryptes coliques, est en accord avec I’augmentation de la zone de prolifération. Des
données de la littérature ont montré que, dans I’iléon de lapin, une décroissance de la
réponse sécrétoire a la théophylline (un inhibiteur des phosphodiestérases a large

spectre provoquant 1’augmentation d’AMPc) est observée de fagon concomitante a
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I’émergence de figures mitotiques dans les cryptes intestinales de lapin pendant la phase
de recouvrement de la prolifération (Gunter-Smith 1989). L’altération de la réponse
sécrétoire au VIP en accord avec une réduction du nombre d’unités cyclasiques et de la
production d’AMPc observée 4 jours aprés exposition a 1’irradiation pourrait étre, en
partie, expliquée par des modifications radio-induites de 1’état de différentiation ou de
maturation des cellules des cryptes coliques. Des conclusions similaires peuvent étre
effectuées pour la voie de signalisation GMPc : la quantit¢ de GMPc est plus élevée
dans la partie haute des cryptes de colon de rat que dans les cellules indifférencices a la
partie basse des cryptes et I’activité des phosphodiestérases dégradant le GMPc est 4 a 7
fois plus élevée dans la partie basse des cryptes que dans les cellules différenciées
(Craven et DeRubertis 1981). La présence d’une plus faible proportion de cellules
différenciées pourrait rendre compte de la diminution de la production de GMPc¢ dans
les cryptes coliques 4 jours apres irradiation. Suivant les auteurs, la voie calcique,
semble étre présente, , dans les cellules indifférencices a la base des cryptes (Lindqvist
et al. 1998) ou bien dans toute la moitié¢ inférieure des cryptes (Béhme et al. 1991). De
plus, il a été observé une décroissance de I’activité des protéines kinases C selon 1’axe
cryptique, de la base de la crypte vers I’apex (Craven et DeRubertis 1987). Ces résultats
suggerent que la présence dun plus grand nombre de cellules a un état de
différenciation/maturation moindre ne conduirait pas a un dysfonctionnement de la voie
de signalisation calcique et donc de la réponse sécrétoire au carbachol, a la différence de

ce qui est observé pour la voie AMPc.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail de thése a été focalisé sur les modifications radio-induites de la
capacité absorptive et sécrétoire du colon distal de rat engendrées par une irradiation
abdominale. Les résultats obtenus indiquent qu’une irradiation abdominale diminue la
capacité absorptive du célon pour ’eau et les ions sodiques, chlorures et potassiques, 4
jours apres exposition aux rayonnements ionisants, avant de revenir a la normale 7 jours
apres exposition, excepté pour les ions potassiques (Schéma 29). Ces altérations de la
capacité absorptive colique 4 jours aprés exposition peuvent étre expliquées par un
épithélium moins différencié, une réduction de la surface absorptive de I’épithélium

luminal, la perte de son intégrité ou des altérations de la pompe Na'/K' ATPase

conduisant a une diminution de 1’absorbat hypertonique sodique (Schéma 30).
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L’irradiation abdominale conduit a une forte réduction de la réponse sécrétoire au VIP
dans le colon distal de rat 4 jours aprés exposition aux rayonnements ionisants (Schéma
31). Les études fonctionnelles et morphologiques ont montré une réduction de la
production d’AMPc au sein des cryptes, liée a une diminution de I’activité cyclasique et
une réduction du nombre de récepteurs VIP sans modification de leur affinité. La
diminution de la production d’AMPc ne peut étre expliquée par une perte majeure de
cellules au sein des cryptes (-25%) si nous admettons 1’hypothése que les différents
types cellulaires sont altérés de facon similaire par I’irradiation. Cependant, il est
possible que les cellules perdues soient fonctionnellement importantes pour la réponse
sécrétoire. La diminution de la production d’AMPc pouvant impliquer une altération
radio-induite de I’expression des isoformes de 1’adénylyl cyclase, une étude du type et
de la localisation des isoformes (II-IX) de 1’adénylyl cyclase a été effectuée pour la

premiére fois dans le clon distal de rat.
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Schéma 31 : Altérations radio-induites de la réponse sécrétoire du cilon distal de rat

Cette étude a montré que, chez les animaux témoins, toutes les isoformes étudiées sont
présentes dans la paroi colique avec une distribution variable suivant la structure
tissulaire. Seules les isoformes III, IV et V/VI ont été localisées dans les cryptes avec un
gradient de fréquence positif de la base vers la partie haute des cryptes, ce qui semble en
corrélation avec le gradient de différenciation/maturation des cellules épithéliales.
L’irradiation altére principalement le marquage des cyclases dans les cryptes. La
réduction de D’activité cyclasique s’explique donc, en partie, par la diminution du
nombre d’unités d’adénylyl cyclase dans les cryptes coliques qui pourrait €tre associée a
des modifications radio-induites de 1’état de différenciation/maturation des cellules
épithéliales. Ceci est en accord avec 1’accroissement de la zone proliférative mis en
évidence par la présence étendue du marquage PCNA au sein des cryptes d’animaux

irradiés. La réponse sécrétoire via la voie calcique n’est pratiquement pas affectée par
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I’irradiation, bien que le nombre de récepteurs muscariniques soit réduit et leur affinité
augmentée. Les réponses sécrétoires obtenues par 1’activation de la voie GMPc ou par
le SNP sont plus faibles que celles obtenues pour les voies dominantes AMPc et
calcique et ne semblent pas étre affectées par I’irradiation. Il n’a pas été¢ mis en évidence
d’interrelation entre la voie calcique et la voie AMPc au niveau de la réponse sécrétoire
ou de la production d’AMPc, avec ou sans irradiation. Ceci suggere que 1’altération de
capacité sécrétoire observée 4 jours apres irradiation ne serait probablement pas induite
via la voie calcique. Par contre, la présence d’un donneur de NO accentue 1’altération
radio-induite de la réponse sécrétoire et de la production d’AMPc en réponse au VIP, ce
qui met en évidence une dualité dans 1’effet du NO entre son action pro-sécrétoire et
celle conduisant a D’inhibition de la réponse sécrétoire au VIP apres irradiation.
L’absence d’effet d’un inhibiteur de la NO synthase inductible sur la réponse sécrétoire
aprés irradiation suggere que la forme inductible de la NO synthase n’est pas impliquée

dans la diminution de réponse au VIP, dans le c6lon de rat, aprés irradiation.

Ce travail ouvre plusieurs perspectives. Différents points de cette étude restent a
préciser. 11 serait intéressant de connaitre le role d’une éventuelle altération de la pompe
Na'/K™-ATPase, des échangeurs et canaux responsables du transport des ions sodiques
et chlorures et du co-transporteur Na'/K'/2CI". Une altération de la Na'/K'-ATPase
pourrait contribuer a la diminution de 1’absorbat hypertonique sodique nécessaire a la
déshydratation des féces (Zammit er al. 1994). En effet, dans notre étude, une
diminution de 1’expression de deux sous-unités de la Na'/K'-ATPase a été observée
dans la muqueuse colique aprés irradiation. De plus, Wild et coll. ont montré que, dans
le jéjunum de rat aprés infection, une diminution de I’activité de la Na'/K -ATPase était
accompagnée d’un raccourcissement du cycle cellulaire et d’un état hyperprolifératif

des cellules des cryptes (Wild et al. 1992). On peut donc supposer qu’un mécanisme
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similaire se mette en place apres irradiation. D’autre part, il a été montré que le degré de
maturation des cryptes influait sur I’expression de canaux sodiques (Bleich et al. 1997).
Dans notre étude, une altération par I’irradiation de 1’expression de I’ARNm de la
protéine 1 de 1’échangeur Na'/H' a été mise en évidence par membrane macroarray.
Sachant que I’irradiation a des effets sur la différenciation et la prolifération des cellules
épithéliales, il serait intéressant de rechercher si la diminution de I’absorption des ions
sodiques, observée in vivo, est due a I’altération des canaux sodiques.

La stimulation de la sécrétion d’ions chlorures induite par des agonistes AMPc
dépendants via 1’insertion de nouveaux cotransporteurs Na'/K'/2CI" dans la membrane
basolatérale implique des éléments du cytosquelette tels que 1’actine-F (Matthews et al.
1992). Or ’organisation du réseau d’actine dans les cryptes de colon de rat pourrait étre
altérée aprés irradiation. Il est possible que les modifications radio-induites du
cytosquelette contribuent a [’altération de la réponse sécrétoire au VIP ou a la
forskoline. Dans un premier temps, il serait nécessaire d’étudier I’effet de I’irradiation
sur le cytosquelette a proximité de la membrane basolatérale, et la réorganisation du
réseau constitu¢ d’actine F au cours de la réponse sécrétoire au VIP par
immunohistochimie. Il serait ensuite complémentaire d’étudier la translocation du co-
transporteur a la membrane basolatérale par co-marquage (en microscopie confocale).
Ce travail demanderait a étre complété par une analyse par RT-PCR de I’expression des
ARNmMm des transporteurs et par des études fonctionnelles de flux en chambre de Ussing,

par I’emploi d’agonistes et d’inhibiteurs spécifiques.

L’étude de la voie de signalisation AMPc doit étre poursuivie dans deux domaines, le
role de chacune des isoformes observées dans la paroi colique et le catabolisme du
second messager AMPc . Les huit isoformes étudiées de 1’adénylyl cyclase étant

présentes dans la paroi colique, il serait particulierement intéressant de confirmer
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I’implication des isoformes III, IV et V/VI dans la réponse sécrétoire, par exemple par
I’emploi d’inhibiteurs spécifiques de chacune d’entre elles.

La diminution de la quantit¢é d’AMPc observée aprés irradiation dans I’épithélium
colique provient d’un défaut de synthése d’AMPc mais une augmentation de sa
dégradation par les phosphodiestérases doit étre envisagée. Les expérimentations en
cryptes isolées ayant été réalisées en présence d’IBMX, un inhibiteur a large spectre des
phosphodiestérases, seule 1’altération de la synthése de I’AMPc a été étudiée. 11 serait
donc nécessaire d’identifier, parmi les nombreuses familles de PDE actuellement
connues, les PDE régulant la quantité d’AMPc et impliquées dans la réponse sécrétoire,
et d’en étudier ’expression et 1’activité apres irradiation.

A D’issue de cette theése, deux theémes plus généraux peuvent étre développés. Il s’agit
d’¢lucider le role du NO dans les altérations radio-induites et I’effet de I’irradiation sur
I’état de prolifération et différenciation des cryptes.

La dualité surprenante de I’effet du NO, dont ’effet stimulant sur la réponse sécrétoire
dans le colon distal de rat est en opposition avec l’effet inhibiteur observé apres
irradiation et lorsque la voie AMPc est activée par le VIP, demande une étude
approfondie de son mécanisme d’action. La NO synthase inductible n’est pas impliquée
dans I’altération de la réponse sécrétoire au VIP, a la différence de la NO synthase de
forme constitutive dont I’activité est augmentée apres une irradiation dans le colon
distal de rat (Frangois et al. 1998). 1l serait intéressant de vérifier I’implication de la NO
synthase constitutive dans la diminution de la réponse sécrétoire au VIP en examinant si
celle-ci peut étre réversée par un inhibiteur de la cNOS.

La part prise par Deffet de [Iirradiation sur 1’état de prolifération ou
différenciation/maturation des cellules des cryptes coliques dans 1’altération de la
réponse sécrétoire au VIP pourrait étre particulierement importante. Les cellules des

cryptes nouvellement produites aprés irradiation sont-elles moins matures au regard de
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I’augmentation de la zone de prolifération et de la localisation des cyclases, ou bien les
cellules engagées dans un processus de différenciation sont-elles capables de se
dédifférencier, comme [’ont énoncé certains auteurs (Booth et Potten 2000) ? Le
phénoméne de fission des cryptes intervenant dans le renouvellement colique serait
également a considérer dans la cinétique d’apparition des dommages radio-induits du
cOlon. La voie des MAP kinases jouant un réle dans 1’arrét du cycle cellulaire apres
irradiation (Gross et al. 2002), dans les processus intervenant dans la prolifération
cellulaire ou 1’apoptose (Bar-Shira et al. 2002), il serait nécessaire d’étudier les effets
d’une irradiation sur cette voie au sein des cryptes coliques. Quelques données de la
littérature mettent en évidence une activation de cette voie apres irradiation dans des
lignées cellulaires (Qiao et al. 2002), néanmoins aucune donnée n’est actuellement

disponible dans I’intestin gréle ou le colon.
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Abstract

Exposure of the abdominal sphere to ionizing radiation leads to gastrointestinal tract
dysfunction, notably of the small intestine and colon. The aim of this work was to
determine functional modifications of the rat distal colon after abdominal irradiation. A
decrease of both absorptive and secretory capacities of this segment was observed four
days after irradiation. We have shown decreased responses to the secretagogue
Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) were associated with reduced cAMP production in
isolated crypts, adenylyl cyclase (AC) activity and VIP receptor number in mucosal
membranes. Alteration of cAMP production was not due to a marked decrease in crypt
cell number. However other intracellular pathways may influence cAMP production.
Thus, the effect of ionizing radiation on the cGMP and [Ca™); pathway was studied in
order to investigate their putative implication in the hyporesponsiveness to VIP. The
secretory response to carbachol via [Ca™]; pathway was unchanged although muscarinic
receptor numbers were decreased. The lack of interaction between the [Ca™]; pathway
and cAMP pathway in both the secretory response and cAMP production suggests this
pathway was not implicated in the altered VIP responses. The secretory responses to
guanylin and sodium nitroprusside (NO donor) were not altered by irradiation. In
contrast the NO donor amplified both the decreased secretory response and cAMP
production elicited by VIP. Interestingly, this hyporesponsiveness to VIP was not
modified following addition of an inhibitor of the inducible form of NO synthase
suggesting that this enzyme may not have a major role. An immunological localization of
various AC isoforms (II-IX) showed a marked decrease of ACIIL, II, IV and V/VI in
colonic crypts in agreement with reduced AC activity. This may be associated with
changes in epithelial cell differentiation and maturation state in agreement with the

observed increase in the crypt cell proliferative zone.



