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Résumé

Résumé

La muqueuse intestinale est une des cibles majeures des rayonnements ionisants, a la
fois dans le cadre des irradiations accidentelles et dans le cas des radiothérapies. Les
rayonnements ionisants exercent leur action délétére par la formation d’une grande quantité
d’especes réactives de I’oxygene (ERO), a la fois par un effet direct et par des effets indirects
et secondaires a I’irradiation. Le compréhension des mécanismes d’atteinte permettra d’ouvrir
de nouvelles perspectives thérapeutiques afin de limiter les effets délétéres des rayonnements.
L’homéostasie de 1’épithélium intestinal est régulée par trois facteurs : la prolifération,
I’apoptose et la différenciation. Ces trois facteurs ont été étudiés a 1’aide d’un modele
cellulaire afin d’analyser les modulations de cet équilibre aprés irradiation. Nos résultats ont
montré, en accord avec les données de la littérature, I'établissement d’un délai mitotique. Cet
arrét de la prolifération est suivie d’un phénoméne d’apoptose fortement dépendant de
I’atteinte mitochondriale. L’apoptose est le mécanisme majoritaire de mort cellulaire dans
notre modele. Pour la premiére fois, il a ét¢ démontré que les cellules épithéliales intestinales
irradiées conservent leur capacité de différenciation, montrant indirectement que ces cellules
maintiennent leur aptitude intrins€éque a reconstruire un épithélium fonctionnel. Les ERO sont
les intermédiaires primaires entre les propriétés physiques des rayonnements et la réponse
biologique. Il est donc important d’appréhender les mécanismes anti-oxydants mis en place
par la cellule. Cette problématique a été étudié in vivo aprés une irradiation abdominale chez
la souris, afin de comprendre les mécanismes de défenses anti-oxydantes au cours de
I’évolution des atteintes de la muqueuse. Nous avons observé une réponse précoce de la
mitochondrie dans les heures suivant ’irradiation révélant une atteinte ciblée de cet organite
par les rayonnements. Puis nous avons démontré une forte altération de la capacité anti-
oxydante révélée par une baisse des Superoxide Dismutases, de la catalase et une
augmentation des Gluthations Peroxydases et des Métallothionéines. Une partie de ces
modulations dépendent de I’inflammation tissulaire radio-induite. Enfin, nous avons démontré
que la perte de la catalase participe aux atteintes structurales de la muqueuse. L’ensemble de
ces résultats meénerait vers des stratégies thérapeutiques induisant la prolifération des cryptes,
puisque les cellules épithéliales irradiées conservent leur capacité de différenciation et donc

leur fonctionnalité.



Résumé

Abstract

The intestinal mucosa is a particularly radiation-sensitive tissue and damage may
occur following either accidental or therapeutic exposure. The deleterious actions of ionising
radiation are linked to the formation of sometimes overwhelming quantities of reactive
oxygen species (ROS). Production of ROS is both direct and indirect from the secondary
effects of irradiation. A better comprehension of the underlying mechanisms of injury will
lead to more adapted therapeutic approaches to limit the harmful effects of irradiation. The
homeostasis of the intestinal epithelium is regulated by three factors: proliferation, apoptosis
and differentiation. These three factors were studied using the cell model, HT29, in order to
analyze modulations of this balance after irradiation. Our results, in agreement with other
data, showed the establishment of mitotic delay. This arrest of proliferation was followed by
apoptosis that in this cell-line depended strongly on mitochondrial alterations. Apoptosis
appears to be the major mechanism leading to cell death in this model. Thus, for the first time,
we have shown that irradiated intestinal epithelial cells preserve their capacity to differentiate.
This indicates, although indirectly, that intestinal cells have and preserve an intrinsic capacity
restore a functional epithelium. ROS are considered as intermediates between the physical
nature of radiations and biological responses. It seems essential to understand anti-oxidant
mechanisms used by the cell for defence against the deleterious effects of ROS post exposure.
This study of several anti-oxidant defence mechanisms of intestinal mucosa, was carried out
in vivo in the mouse at different times following abdominal irradiation. We observed an early
mitochondrial response in the hours following the irradiation revealing this organelle as a
particular target. We demonstrated a strong alteration of anti-oxidant capacity as revealed by a
decrease in SODs, catalase and an increase of the GPXs and MTs. A part of these
modifications appeared to depend on an irradiation-induced inflammatory response. Finally,
we showed that the loss of catalase is linked to the onset of structural damage to the mucosa.
All of these results orient therapeutic strategies towards inducing the proliferation of crypt
cells, rather than an inhibition of apoptosis, since the epithelial cells retain differentiation

capacity and so production of functional cells.
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Préambule

Cette thése a ¢été réalisée au sein du Laboratoire de RadioPAThologie (LRPAT) de
I’Institut de Radioprotection et de Streté Nucléaire (IRSN). Le laboratoire a pour mission
d’effectuer des études sur la physiopathologie des effets induits par les expositions aux
rayonnements ionisants et d’identifier des cibles thérapeutiques potentielles en proposant de
nouvelles approches conceptuelles.

Les effets néfastes d’une exposition aux rayonnements ionisants & moyennes et fortes
doses sur le systeme digestif sont généralement attribués a une rupture de l'intégrit¢ de la
barriere intestinale. Cette atteinte de la barriere peut compromettre le pronostique vital de
lI'individu exposé. L’intestin gréle est particulierement sensible aux rayonnements ionisants en
raison de son fort taux de renouvellement cellulaire. Notre hypothése de travail est basée sur
le fait qu’une partie de ces effets est due a une atteinte intrinseque de la cellule épithéliale par
l'irradiation. D’autres hypothéses sont étudiées au sein du laboratoire ou dans d’autres équipes
de recherche comme une atteinte directe du systeme nerveux entérique ou de la micro-
vascularisation.

Le but de ce travail a été de caractériser 1’atteinte de 1’épithélium. Ainsi, 1’effet des
rayonnements ionisants a ¢té analysé sur I’homéostasie de 1’épithélium, caractérisée par
I’équilibre entre la prolifération, [’apoptose et la capacit¢ de différenciation. Les
rayonnements ionisants exercent leur action délétére par une forte production d’espéces
réactives de 1’oxygeéne qui a leur tour induisent un stress oxydant. La caractérisation de la
capacité anti-oxydante de la muqueuse a été également effectuée afin de connaitre son role
dans I’atteinte radio-induite de I’épithélium intestinal.

La premiere partie de notre travail a été réalisée avec le modéle cellulaire HT-29 qui
posséde une partie des caractéristiques des entérocytes de 1'intestin gréle bien que cette lignée

soit issue d’un adénocarcinome du colon. Ce modele nous a permis d'observer l'effet de
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l'irradiation sur les cellules épithéliales proliférantes ou différenciées, de caractériser les
atteintes fonctionnelles en terme d'apoptose, de différenciation, de prolifération, et de
déterminer les facteurs impliqués dans ces atteintes. Apres avoir caractérisé les effets radio-
induits sur les cellules épithéliales in vitro, une étude a été réalisée chez la souris pour mieux
comprendre les mécanismes d'atteinte in vivo et leurs rapports avec la capacité anti-oxydante

de la muqueuse apres irradiation.
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INTRODUCTION

L’introduction de cette theése sera organisée en quatre parties. Une premiere partie tres
descriptive de la structure et de la fonction de 1’épithélium au niveau de I’intestin gréle
permettra de réunir les acteurs majeurs de la fonctionnalité intestinale. Le colon étant un
segment du tube digestif moins radio-sensible, cette partie n’abordera que les connaissances
liées a Dintestin gréle et non au cdlon. Une seconde partie sur les mécanismes de
I’homéostasie régulant la fonctionnalité de I’épithélium intestinal permettra d’appréhender
I’importante radio-sensibilité de cet organe. Dans un troisiéme temps, 1’action délétere des
ERO et les systemes de défense anti-oxydants seront exposés de facon spécifique au niveau
de I’intestin gréle, les pathologies associées seront également décrites. Enfin, les causes et les
conséquences de ’atteinte radio-induite de 1’épithélium intestinal seront exposées et analysées

afin de préciser les connaissances actuelles dans le domaine de la radiobiologie digestive.
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A. LUEPITHELIUM INTESTINAL

1. Structure de la muqueuse intestinale

La muqueuse peut étre décrite en deux parties : les villosités orientées vers la lumiére

intestinale et les glandes (ou cryptes) de Lieberkiihn (figures 1, 2) orientées vers la couche

musculaire.
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Figure 1: Tube digestif de souris et détail de la structure du jéjunum de souris en
coloration HES. Sur le plan anatomique, le tube digestif comporte successivement
I’cesophage, I'estomac, l'intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon), le gros intestin (caecum,
colon ascendant, transverse et descendant) puis le rectum. Sur le plan microscopique, le
jéjunum est composé d’une muqueuse (cryptes et villosités), d’une sous-muqueuse et de deux

couches musculaires (X20).
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Figure 2 : Structure schématique de la muqueuse de Pintestin gréle. Mm : muscularis
mucosa ; fml : myofibroblaste.

a) Les villosités

La muqueuse comporte les villosités intestinales (figures 1, 2), expansions vers la
lumiére, avec un axe villositaire tapissé¢ par ['épithélium de surface. L'épithélium de
revétement intestinal est un épithélium prismatique simple constitué de plusieurs types
cellulaires. Quatre types cellulaires sont présents : des entérocytes, des cellules caliciformes
(cellules a mucus), des cellules neuroendocrines et des cellules « M ». Les villosités
représentent le compartiment fonctionnel et différenci¢ de la muqueuse.

Les entérocytes sont les cellules les plus nombreuses (80% de 1’épithélium) et sont
responsables de la fonction d'absorption intestinale.

Les cellules caliciformes sécrétent du mucus (mucopolysaccharides) qui protege

I'épithélium contre les enzymes de la lumiere du tube digestif, les infections bactériennes et
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les conditions de pH. Contrairement aux entérocytes, ces cellules ne posseédent pas de

microvillosités, mais elle posséde une vacuole de sécrétion.

b) Les cryptes

Les glandes (ou cryptes) de Lieberkiihn sont invaginées en forme de doigts vers la
paroi musculaire (figures 1, 2, 3). Il est observé cinq types cellulaires: des cellules
caliciformes, des entérocytes, des cellules « de transit », des cellules neuroendocrines et au
fond des cryptes, des cellules de Paneth.

Les cellules caliciformes et les entérocytes sont du méme type que celles des
villosités bien que leur taille soit 1égérement moins importante.

Les cellules dites « de transit » sont des cellules immatures encore capables de se
diviser et situées vers le fond des cryptes ; elles se différencient ensuite et migrent le long de
la villosité.

Les cellules neuroendocrines intestinales sont rencontrées en plus grand nombre dans
les cryptes qu'au niveau des villosités ; elles sont responsables de plusieurs types de sécrétion
de médiateurs locaux (sérotonine, sécrétine, neurotensine, substance P ...). Elles représentent
1% des cellules épithéliales de la muqueuse. Ces cellules expriment des marqueurs de
différenciation neuronale, incluant ceux de la biosyntheése des neurotransmetteurs. De plus,
elles expriment des protéines de structures contrdlant la différenciation des neurones. Ces
protéines appartiennent a la famille des neurotrophines : nerve growth factor (NGF), brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), neurotrophin (NT) 3 (Lucini ef coll., 2002).

Les cellules de Paneth sont situées au fond des cryptes: ce sont des cellules
sécrétrices a action antimicrobienne ; elles déversent leurs produits de sécrétion dans la

lumiére des cryptes. Elles contribuent donc au rdéle de défense de 1I’épithélium intestinal.

14



Introduction, Epithélium intestinal

Les cellules souches sont localisées dans le fond de la crypte au-dessus des cellules de
paneth. Elles seraient au nombre de 4 et servent au renouvellement trés rapide des cellules de
1'épithélium intestinal.
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Figure 3 : Cryptes, composition et structure. Au niveau des cryptes il est retrouvé les
entérocytes, les cellules a mucus, les cellules endocrines et les cellules de Paneth.

¢) Lalamina propria

Elle occupe I’espace entre la lame basale de 1’¢épithélium et la seconde couche
cellulaire, la muscularis mucosa (figure 4). Les populations cellulaires présentes sont
nombreuses, dans un état de migration, différenciation et renouvellement permanent. La
lamina propria peut étre considérée comme un tissu de soutien de I’épithélium intestinal
contenant des cellules immunocompétentes comme les cellules B et T, les macrophages, les
cellules dendritiques, les éosinophiles et les mastocytes (Lee et coll., 1988). Les autres types
cellulaires sont des myofibroblastes et les fibres nerveuses du systéme nerveux entérique. Les
myofibroblastes sont localisés a la base de 1’épithélium et forment une gaine qui englobe les

cryptes. Dans la lamina propria au niveau du jéjunum et de l’iléon (chez la souris), des
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follicules lymphoides en forme de plaques ovoides sont présents; ces formations sont
dénommées « plaques de Peyer » et appartiennent au systéme immunitaire de [’intestin
nommé GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue). La lamina propria est également traversée

par des micro-vaisseaux sanguins (arteres et veines) et lymphatiques (vaisseaux chyliféres).

2. Fonctions majeures de I’épithélium intestinal

a) Notion de barriére

Passage Passage Jonctions pH
transcellulaire paracellulaire mucus

Epithélium

Lame basale

— Myofibroblastes

Figure 4 : Structure de la barriére intestinale. (Illustration Lebrun F.)

La barriére intestinale est composée d’une monocouche de cellules épithéliales dont
la cohésion est maintenue par des jonctions serrées et adhérentes entre les cellules (figure 4).
Cette monocouche cellulaire repose sur une structure matricielle de soutien, la lame basale.
La lame basale est majoritairement composée de laminines et de collagéne de type IV
synthétisés par les myofibroblastes.

L’efficacité de la barriére intestinale dépend de plusieurs facteurs. Tout d’abord des
facteurs intrinséques aux cellules épithéliales comme la perméabilité différentielle au podle
apical et au podle basolatéral et 1’installation d’un potentiel membranaire entre la lumiére

intestinale et le cytoplasme cellulaire. Puis des facteurs extrinséques aux cellules épithéliales
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comme les connections cellule/cellule, cellule/matrice et enfin la composition de la lame
basale.

Les cellules sont polarisées et présentent une face apicale et une face basolatérale, de
plus le noyau de ces cellules est orienté car il est situ¢ vers la lame basale. En microscopie
optique, il est observé au pdle apical un plateau strié qui correspond a des microvillosités
rectilignes de méme calibre, de méme longueur, disposées parallélement de fagon tres
ordonnée. L’ensemble des microvillosités de 1’entérocyte est appelé bordure en brosse. A la
face externe de leur membrane plasmique, le feutrage du glycocalyx (ou cell coat ou

revétement cellulaire) est bien visible en microscopie €lectronique.(figure 5).
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Figure 5 : Structure de ’entérocyte (gauche) et structure d’une microvillosité (droite)
au niveau de la face apicale des entérocytes. (The cell).

La face apicale située du coté de la lumiere a pour role I’absorption des nutriments et
des ¢lectrolytes. Le reste de la membrane plasmique (face latérale et basale) est dédi¢ au (i)
transport des nutriments de la cellule jusqu’au sang, (ii) a la formation de jonctions avec les

cellules adjacentes et (iii) a I’attachement a la lame basale (figure 6). La fonction de barriére
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est vitale car elle gouverne le bon fonctionnement des cellules comme 1’absorption, la

défense immunitaire et I’homéostasie épithéliale.

(1) Les jonctions serrées

Membrane apicale Bonctid

Cellule Serree

actin 2. |
cytosquelette

cytosquelette

o-caténine

o-actinine ﬂ-cqfém’n Jonction
ou taline ) vinculine Adhérente
ou tensine
Membrane basola
Intégrine

Lame basale

Figure 6 : Les jonctions intercellulaires et les interactions cellule-matrice. (Illustration
Lebrun F.)

Au niveau de 1’épithélium la fonction de barriére est maintenue par des complexes de
protéines formant des jonctions serrées entre les cellules épithéliales (figure 6). La
perméabilité des épithélia dépend de 1’état de ces jonctions (Harhaj et Antonetti, 2004). Les
jonctions intercellulaires engendrent la polarité cellulaire en limitant la diffusion des protéines
de transport membranaire entre les domaines apical et basolatéral.

De nombreuses protéines ont été localisées au niveau des jonctions serrées. Les
complexes protéiques sont composés de protéines dont I’occludine, la claudine-1, la claudine-
2 et les protéines JAM (Junctional Adhesion Molecule). L’occludine forme des domaines
extracellulaires de petite taille permettant une liaison trés étroite avec les molécules

d’occludine des cellules voisines. Elle est présente dans les cellules épithéliales et se lie avec
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une protéine cytoplasmique, ZO-1 (220 kDa). ZO-1 permet la liaison entre les protéines
transmembranaires et d’autres protéines cytoplasmiques (ZO-2, ZO-3) qui interagissent avec
le cytosquelette (Denker et Nigam, 1998; Harhaj et Antonetti, 2004). Cette liaison avec
I’anneau perijonctionnel d’actine et de myosine joue un role essentiel dans la limitation de la
perméabilité intercellulaire.

Les jonctions serrées sont ¢galement associées avec les jonctions adhérentes situées a

proximité et ont un role dans la formation de ces derniéres.

(2) Les jonctions adhérentes et les desmosomes

Les jonctions adhérentes et les desmosomes constituent ce que 1’on appelle les
jonctions d’ancrage (figure 6). Ces jonctions ont pour role la cohésion de I’épithélium en
permettant d’associer les cellules entre elles par I’intermédiaire de leur cytosquelette. Les
jonctions adhérentes sont des sites de liaison avec les filaments d’actine et les desmosomes
sont des sites de liaison avec les filaments intermédiaires (cytokeratines) (Braga, 2002; Cheng
et Koch, 2004).

Comme les jonctions serrées, les jonctions adhérentes sont formées par un ensemble
de protéines transmembranaires et cytoplasmiques. Parmi les protéines transmembranaires se
trouve les cadhérines, une famille de glycoprotéines de surface cellulaire qui sont dépendantes
du calcium (Yap et coll., 1997). Au niveau des cellules épithéliales la protéine essentielle a la
formation des jonctions adhérentes est la E-cadhérine. Comme pour les jonctions serrées,
certaines protéines cytoplasmiques jouent un rdle de lien entre les protéines
transmembranaires et le cytosquelette. La B-caténine est une protéine de 92 kDa associée
d’une part a la portion cytoplasmique de E-cadhérine, et d’autre part a d’autres caténines
elles-mémes en contact avec le cytosquelette intracellulaire d’actine.

Au niveau des desmosomes, le méme principe d’interactions que pour les jonctions

adhérentes avec les cadhérines est retrouvé. La y-caténine (ou anti-plakoglobine) est une
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protéine de 83 kDa qui joue un role semblable a celui de la B-caténine au niveau des jonctions

adhérentes, elle permet I’association avec les kératines du cytosquelette.

(3) Interactions entre les cellules épithéliales et la matrice
extracellulaire

La cohésion de I’ensemble de la barriére est assurée par des interactions entre les
cellules épithéliales et la lame basale. Des hémidesmosomes sont situés au pole basal des
cellules ; ils permettent I’ancrage des cellules a la lame basale ; ils sont de méme structure que

les desmosomes précédemment décrits.

La matrice extracellulaire (MEC) est formée d’un ensemble de protéines assemblées
en un réseau complexe dont la composition module I’expression génique des cellules
épithéliales intestinales. La MEC, comprenant la matrice interstitielle et la lame basale, sépare
le tissu conjonctif de I’épithélium, des vaisseaux sanguins, des muscles et des nerfs. La lame
basale est formée d’un ensemble complexe de collagénes et de glycoprotéines non
collagéniques, comme les laminines, le nidogene et les protéoglycans ; sa composition est
unique dans chaque organe (Yurchenco et coll., 2004). Le composant majeur actif de cette
lame basale est la famille des laminines (figure 7), famille de glycoprotéines hétérodimériques
composée de 3 chaines distinctes (a., 3, y). Ces protéines et leurs enzymes de dégradation sont

produites par les cellules épithéliales et les myofibroblastes (Perreault et coll., 1998).
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Figure 7 : Structure générale des intégrines (gauche) et des laminines (droite).

Les intégrines sont des glycoprotéines hétérodimériques transmembranaires composées
d’une sous unité o et d’une sous-unité B (figure 7). La nature des deux sous-unités de
I’hétérodimere détermine la spécificité de son ligand dans la matrice extracellulaire. Les
ligands majeurs des intégrines sont les laminines (Simon-Assmann ef coll., 1995). Le domaine
cytoplasmique des intégrines permet la transduction d’un signal en réponse a la fixation aux

laminines.

b) L’absorption des nutriments, de I’eau et des
électrolytes

L'intestin gréle joue le role majeur de la fonction d'absorption des éléments issus de
I’alimentation. Il présente plusieurs dispositifs d'amplification de surface : macro (les anses
intestinales et les valvules conniventes) et micro-anatomique (les villosités intestinales et la
bordure en brosse entérocytaires). Ce role d’absorption est fortement dépendant de I’intégrité
de la barriére.

L’intestin permet la dégradation des aliments en nutriments et 1’absorption de ces
nutriments de la lumiére intestinale vers le compartiment sanguin (figure 8). Les enzymes de

digestion localisées au niveau de la membrane apicale des entérocytes, sont impliquées dans
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les processus terminaux de digestion qui sont 1’hydrolyse des monosaccharides et des acides
amings.

L’amidon, le sucrose et le lactose sont les principaux glucides de 1’alimentation. En
premier lieu, les o-amylases salivaires et pancréatiques agissent sur les polysaccharides, puis
I’absorption des produits de digestion des a-amylases comme le glucose, le fructose ou le
galactose est réalisée par un panel important d’enzymes comme la maltase, I’invertase,
I’isomaltase, la lactase ; toutes localisées dans la bordure en brosse des entérocytes.

La digestion des protéines commence dans 1’estomac sous I’influence de la pepsine.
Cependant, la majorité des protéines alimentaires sont hydrolysées par les protéases
pancréatiques sécrétées dans le duodénum proximal sous forme inactive. Les peptidases de la
bordure en brosse hydrolysent ensuite les di-, tri- et tétrapeptides résiduels qui contiennent des
acides aminés neutres.

De plus, en absorbant 1’ecau et les électrolytes, I’intestin permet le maintien de
I’équilibre hydrominéral de ’organisme. L’épithélium de I’intestin gréle posséde une trés
grande perméabilité passive aux électrolytes et a 1’eau, en raison de la perméabilité des
jonctions cellulaires. L’équilibre osmotique entre le plasma et la lumiére intestinale est donc
obtenu assez rapidement afin d’éviter des différences marquées de concentration ionique.

Les mécanismes d’absorption sont assurés par des transports actifs, passifs et de
pinocytoses. Cette fonction est en permanence facilitée par la motricité intestinale qui joue de
plus un role essentiel dans 1’évacuation des substances non digérées ou toxiques.

Les nutriments, une fois pass¢ 1’épithélium intestinal, arrivent au niveau des vaisseaux
sanguins ou lymphatiques. La position anatomique permet aux capillaires sanguins et
lymphatiques d'étre trés prés des cellules absorbantes de la muqueuse et, par conséquent,
d'absorber rapidement les nutriments. La voie sanguine a pour fonction le transport de : (i) la
majeure partie de l'eau et des électrolytes, (ii) les monosaccharides tels que le glucose, le
galactose et le fructose, (iii) les acides aminés, (iv) une trés faible partie des acides gras et du
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glycérol, (v) une partie des vitamines. La voie lymphatique a pour fonction le transport de : (i)
la majeure partie des acides gras et du glycérol, (ii) une petite partie de I'eau et des sels

minéraux, (iii) une partie des vitamines.
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Figure 8 : Biologie de I’entérocytes (D’apres (Tortora et Grabowski, 2001)). Cette fonction
d’absorption varie le long de ’intestin gréle (jéjunum : activité maximale)

¢) Role immunitaire de ’intestin gréle

L’intestin a également un role dans la défense immunitaire de 1’organisme.
L’¢épithélium intestinal est en effet en permanence en contact avec le milieu extérieur et la
lumiére intestinale est riche en micro-organismes potentiellement toxiques. Le systéme
immunitaire intestinal est appelé GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue). Grace a des
structures lymphoides spécialisées, les plaques de Peyer, et aux nombreuses cellules
immunocompétentes localisées dans la paroi intestinale, I’intestin lutte en permanence contre
les agressions extérieures. Les plaques de Peyer contiennent des lymphocytes T et B (figure

9). L’intestin est I’un des organes les plus riches en cellules lymphocytaires.
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Figure 9 : Plaque de Peyer chez la souris (X 10). Les plaques de Peyer se situent sous la
mugqueuse, elles sont composées de lymphocytes T et B. (données personnelles, Griffiths N.)

La défense immunitaire innée est controlée par les cellules de Paneth; les
neutrophiles ; les macrophages ; le flux intestinal ; le mucus de surface ; la desquamation
entérocytaire alors que la défense immunitaire acquise est controlée par les plaques de Peyer
et les follicules lymphoides (Telemo et coll., 2003).

Tout se passe comme si D’intestin privilégiait ’entrée passive de substances, pour
pouvoir mieux les connaitre et en rendre compte. Partant ou arrivant aux plaques de Peyer,
des lymphocytes (surtout les T) parcourent la muqueuse (lamina propria) puis rejoignent les
ganglions lymphoides mésentériques et la circulation générale (Kucharzik et Williams, 2002).
Ils reviendront ensuite, matures, au tube digestif : ils ont alors la mémoire des antigénes. Les
lymphocytes sont directement localisés dans 1I’épithélium, ils sont en moyenne 10 a 20 pour
100 cellules ¢épithéliales. Ces lymphocytes sont majoritairement des lymphocytes T
cytotoxiques qui jouent un role défensif contre les micro-organismes invasifs. Ces échanges
ont pour but de mettre en phase les deux systémes, général et intestinal (Mowat, 2003). Les
cellules M, produites par les cryptes, sont adjacentes aux plaques de Peyer. Elles assurent le
transport de nombreux antigenes de la lumiére intestinale vers les follicules lymphoides, elles
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permettent ainsi au systéme immunitaire de surveiller en permanence le contenu de I’intestin
(Kucharzik et coll., 2000). Les lymphocytes B intestinaux fabriquent une IgA particulicre,
I’IgA sécrétoire. Cette IgA a un rdle clé dans la lutte contre les bactéries et levures invasives
tout autant que dans la “tolérance immunitaire” vis a vis de la flore dominante (Kiyono et
coll., 2001).

La réponse immunitaire est déclenchée par les cellules présentatrices d’antigénes que
sont les macrophages et les cellules dendritiques (Telemo et coll., 2003). La réaction
immunitaire implique ensuite une activation des lymphocytes T. Ces lymphocytes produisent
alors un panel important de cytokines. Ces cytokines agissent localement sur la
microvascularisation, augmentant la production de molécule d’adhésion, facilitant le
recrutement des neutrophiles et des macrophages, contribuant ainsi a I’amplification de la
réponse inflammatoire et du dommage tissulaire. La fin de la réponse inflammatoire
s’effectue par la mise en place d’une voie de régulation reposant sur la terminaison de la
réponse immune. En état non pathologique, I’induction de 1’apoptose des cellules T va

abroger I’inflammation (Levine et Fiocchi, 2001).
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B. L’HOMEOSTASIE DE L’EPITHELIUM INTESTINAL

1. L’homéostasie assure le renouvellement de
I’épithélium.

L’homéostasie de 1’épithélium intestinal est régit par 1’équilibre entre prolifération,
apoptose et différenciation. L’épithélium est en continuel renouvellement. Le fort taux de
renouvellement est di au contact direct qu’il exerce avec le milieu extérieur, la lumiere
intestinale. Le moteur du renouvellement intestinal est la prolifération des cellules souches de
la base des cryptes. L homéostasie de cet épithélium est maintenue grace a I’équilibre entre la
prolifération, I’apoptose et la différenciation cellulaire.

Au sein d’une crypte il existe plus d’une cellule souche fonctionnelle, avec plus de 30
cellules souches potentielles (Roberts et coll., 1995b). Les cellules souches épithéliales
résident pres de la base des cryptes (a la position 4 a partir du fond de la crypte) et se divisent
de fagon asymétrique pour donner des cellules filles qui migrent vers le haut de la crypte
(Potten et Loeffler, 1990). Ces cellules filles sont connues sous le nom de cellules de transit.
Elles proliferent rapidement et se différencient. Elles effectuent 5 a 6 divisions cellulaires et
sont localisées dans la moitié¢ supérieure de la crypte (de la position 6 a environ 17 au sein de
la crypte) (figure 10). Les cellules de la crypte sont pour moiti¢ en phase S du cycle cellulaire,
et la durée du cycle cellulaire est d’environ 24 heures. Les cellules souches proliférent 2 fois
moins vite que les cellules de transit.

Les cellules en migration apparaissent a la jonction crypte/villosité comme des cellules
hautement différenciées et continuent leur migration jusqu’a I’apex de la villosité. Ces
cellules sont alors extrudées dans la lumiére intestinale par un phénomene d’anoikis proche
de celui de I’apoptose (Frisch et Screaton, 2001). La forte prolifération est donc
contrebalancée par ce phénoméne d’apoptose afin de maintenir la structure et la fonction de

I’épithélium.
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En condition physiologique, au niveau de la muqueuse intestinale, 1’apoptose est
majoritairement représentée a 1’apex des villosités par 1’anoikis (Moss et Holt, 1996). Bien
que les phénomeénes inducteurs soient encore mal connus, le mécanisme effecteur de 1’anoikis
est le détachement de la cellule épithéliale de la lame basale conduisant la cellule a entrer en
apoptose. Ce détachement est di a une modification locale des composants de la MEC
induisant des modifications des intégrines (Frisch et Ruoslahti, 1997). Toutefois les cellules
doivent également se dissocier du reste de I’épithélium : la perte du contact cellule-cellule est
gouvernée par les E-cadhérines (Fouquet ef coll., 2004). Au niveau de ’intestin, I’anoikis peut
étre conduite par la voie p38 MAPK (Vachon et coll., 2002). Suivant 1’état de différenciation
des entérocytes, des isoformes particuliéres vont étre mises en jeu. En opposition, la voie
PI3K permet la survie (Dufour et coll., 2004). Les macrophages et les lymphocytes seraient
impliqués dans I’induction de I’anoikis (Iwanaga et coll., 1994). Un des mécanismes induisant
I’anoikis est gouverné par le Tumor Necrosis Factor-a (TNF-o) par I'intermédiaire des
caspases (Guy-Grand ef coll., 1998; Piguet ef coll., 1999).

Lors de ce processus de prolifération et de migration, les quatre lignées de cellules
épithéliales doivent se différencier tout en maintenant 1’intégrit¢ de la barriere et
I’homéostasie intestinale. Trois des quatre lignées de cellules épithéliales (entérocytes,
cellules a mucus, cellules endocrines) migrent vers le haut de la villosité, tandis que les
cellules de Paneth migrent vers de fond de la crypte. Les cellules de Paneth ont une durée de
vie plus longue que les autres types cellulaires, elles résident une vingtaine de jours a la base
des cryptes avant d’étre phagocytées par leurs voisines. La caractérisation des cellules
différenciées matures est réalisée grace a 1’étude de I’expression des enzymes de digestion et
d’absorption intestinale. Leur syntheése est d’abord observée dans les cellules de la partie
haute des cryptes ou les cellules perdent leur capacité de prolifération, puis dans la région de

différenciation terminale au niveau des villosités (figure 10).
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Figure 10 : Structure tridimensionnelle de la muqueuse intestinale de souris. Selon 1’axe
crypte-villosité, les cellules en prolifération sont localisées a partir de la position 4. Ces
cellules sont composées de différentes sous-populations : les cellules souches ancestrales (au
nombre de 4 au sein de I’anneau de 16 cellules en position 4), les cellules souches potentielles
(possedent le role de cellules souches en cas de perte des cellules souches ancestrales), les
cellules de transit (ont perdu la capacité potentielle de cellules souches, peuvent entrer en
différenciation) et les cellules différenciées et fonctionnelles migrant vers la villosité. (Hendry

et Potten, 1995).
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Une crypte est monoclonale c’est a dire qu’elle est dérivée d’une seule cellule souche
(Ponder et coll., 1985). Les villosités sont issues de plusieurs cryptes et sont donc

polyclonales (figure 11).
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Figure 11 : Polyclonalité des villosités intestinales, intestin gréle proximal de souris. Sur
un modele souris chimérique, Mills et coll ont démontré la polyclonalité des villosités. Une
méme villosité contient des cellules différenciées issues d’une crypte monoclonale bleue et
d’une crypte monoclonale rose. Une villosité est issue de plusieurs cryptes alors qu’une crypte
est monoclonale, elle est dérivée d’un progéniteur unique. Les cellules de chaque crypte
migrent de fagon ordonnée dans les villosités (Mills et Gordon, 2001).

Chaque cellule atteint le haut de la villosit¢ en 2 a 5 jours (chez la souris).
Contrairement a d’autres systémes de cellules souches, il n’existe pas de marqueur connu de
ces cellules, ou alors leur expression n’est pas strictement restreinte a la zone supposée du
compartiment des cellules souches (Kayahara et coll., 2003). De plus, la régulation de cette
population multipotente reste mal connue en dépit de la connaissance de leur fonctionnement
(Hall et Watt, 1989). 1l y a également peu d’informations disponibles concernant les signaux
contrdlant la morphogeneése de la structure des cryptes et des villosités.

Les cellules souches effectuent leurs divisions cellulaires par un mécanisme de
ségrégation sélective de leur ADN ce qui leur permet de ne pas conserver les erreurs
produites lors la réplication de I’ADN (Potten et coll., 2002). Ce mécanisme pourrait

expliquer en partie le faible taux de développement de cancer au niveau de I’intestin gréle
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contrairement au cOlon. Une autre caractéristique des cellules souches de I’intestin gréle
permet d’expliquer ce faible taux de cancer, « I’apoptose altruiste » ou apoptose spontanée qui
est observée a un taux trés faible au niveau des cryptes (Potten et Loeffler, 1990). Cette forme
d’apoptose (1% des cellules) permet d’éliminer les cellules possédant des erreurs génomiques
dans leurs brins matrices car elles ne possédent pas de mécanismes fonctionnels de réparation

de ’ADN (Potten, 2004).

2. Les mécanismes de I’équilibre : prolifération /
apoptose / différenciation.

La capacité de 1’épithélium a maintenir un équilibre entre prolifération, apoptose et
différenciation est en partie due au dialogue entre I’épithélium et son environnement. De
nombreux types cellulaires sont localisées en position de communication avec 1’épithélium.
La crypte est enveloppée de 1 a 3 couches de myofibroblastes sub-épithéliaux qui migrent
avec les cellules épithéliales qu’ils recouvrent (figure 2). L’endothélium est juxtaposé a
1’épithélium surtout au niveau des villosités. Une population complexe de cellules immunes
est distribuée dans et autour de 1’épithélium. Enfin, les terminaisons nerveuses du plexus sous
muqueux sont localisées juste sous I’épithélium. Une multitude de facteurs participent a
I’homéostasie de 1’épithélium. Ces acteurs peuvent étres des facteurs de croissance, des

cytokines, des neuropeptides trophiques ...

a) Facteurs de croissance

Une grande variété de facteurs de croissance exerce leurs actions sur I’épithélium de
I’intestin gréle ainsi que sur le compartiment non-épithélial. Chaque type cellulaire peut
produire plusieurs types de facteurs de croissance, et chaque type de facteurs de croissance
peut-&tre produit par plusieurs types cellulaires. Tous les types cellulaires de 1’intestin

expriment des récepteurs aux facteurs de croissance, chaque type de récepteurs pouvant étre

30



Introduction, L’homéostasie de 1’épithélium intestinal

exprimé par des cellules différentes. Les facteurs de croissance peuvent interagir entre eux en
modulant leurs expressions mutuelles (Dignass et Sturm, 2001). En raison de ces différents
effets croisés et de l'origine pluricellulaire des facteurs de croissance, les mécanismes
d’action et les roles de ces facteurs sont encore assez mal connus.

Un signal en retour a partir des villosités vers les cryptes régule la prolifération et
semble pris en charge par les facteurs de croissance (comme Epidermal Growth Factor /
Transforming Growth Factor: TGF-o et TGF-B) principalement dans les cryptes. Le
EGF/TGF-a aurait pour role la stimulation de la prolifération alors que TGF-} aurait pour
role I’inhibition de la prolifération (Ruifrok et coll., 1997). Le TGF- jouerait un role dans
I’induction de la différenciation du modele cellulaire épithélial T-84 (Halttunen et coll.,
1996). Ce signal serait induit par les myofibroblastes sub-épithéliaux (Fritsch et coll., 1999).
Le TGF-p est également impliqué dans le processus de ré-épithélialisation des tissus 1ésés en
augmentant VLA-1, récepteur des laminines/collagénes, au niveau de la muqueuse
(MacDonald et coll., 1990). Et enfin, les isoformes : (i) TGF-B2, exprimé par les cellules
épithéliales endocrines ; (i1)) TGF-B3, exprimé par les cellules épithéliales en goblet,
induiraient I’anoikis a I’apex des villosités par I'intermédiaire de leur récepteur TBRII
(Dunker et coll., 2002). 11 a ét¢ démontré que les animaux hétérozygotes pour ces deux
isoformes posseédent des villosités de plus grande taille ainsi qu’un taux d’anoikis plus faible
(Dunker et coll., 2002). Un autre acteur du dialogue épithélium/myofibroblastes a ét¢ mis en
évidence : Hepatocyte Growth Factor (HGF) (Goke et coll., 1998).

Le facteur de croissance Hepatoma-Derivated Growth Factor (HDGF) aurait un rdle
dans la différentiation de 1’épithélium intestinal. Son expression est diminuée lors de
I’apparition des villosités au cours du développement de I’intestin, et sa sur-expression au

niveau d’explants d’intestin feetal inhibe sa maturation (Lepourcelet et coll., 2005).
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b) Intégrines/laminines

Les laminines, composants majeurs de la lame basale, et les intégrines, leurs
récepteurs au niveau de la cellule épithéliale, controlent différentes activités cellulaires
comme 1’adhésion, la prolifération, la polarisation et la différenciation (Murgia et coll., 1998;
Basora et coll., 1999; Beaulieu, 1999). L’expression en gradient des membres de ces familles
protéiques selon I’axe crypte/villosité permet la modulation de la différenciation des cellules

¢épithéliales intestinales (figure 12).
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Figure 12 : Les laminines et leurs intégrines le long de I’axe crypte villosité. (Teller et
Beaulieu, 2001)

Au niveau de I’intestin, quatre isoformes de laminines sont exprimées (laminines -1, -
2, -5 et —10) avec un profil d’expression spécifique. Chez 1’adulte, les In-2 et -10 montrent des
distributions complémentaires le long de 1’axe crypte/villosité, tandis que la In-5 est restreinte
aux villosités. Ces trois isoformes augmentent la prolifération cellulaire, alors que la In-1 joue
un role majeur dans 1I’établissement et la maintenance de la différenciation des entérocytes
(De Arcangelis et coll., 1996). La In-1 est la seule laminine capable d’induire le facteur de
transcription Cdx-2 et la sucrase-isomaltase (Turck et coll., 2005). Les laminines exerceraient
leurs effets par la modulation de protéines nucléaires régulant la biosynthése des ribosomes
(nucléoline et nucléoplasmine) (Turck et coll., 2005).

Les récepteurs de ces laminines sont localisés de facon différentielle le long de I’axe
crypte/villosité. L’expression de D’intégrine a2B1 est confinée aux cryptes, montrant

indirectement son role dans la prolifération. De plus, Kuwada et coll ont démontré le rdle de
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I’intégrine oSP1 dans la prolifération épithéliale par I'intermédiaire de 1’activation de
I’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) (Kuwada et Li, 2000). Les récepteurs a3p31 et
a7P1, localisés a la transition crypte/villosité, auraient un réle dans I’initiation de la
différenciation des entérocytes. Le role de I'intégrine a6B4 a été étudié en tronquant le
domaine cytoplasmique de I’intégrine-B4. Cette modification entraine un arrét de la
prolifération par une sortie prématurée du cycle cellulaire. Cette mutation n’engendre ni de
modification de structure de 1’épithélium ni des différents types cellulaires. Cette intégrine

permet donc le contrdle de la prolifération et non pas de la différenciation (Murgia et coll.,

1998).
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Figure 13 : Les adhésions par les intégrines et la transduction du signal dans les cellules
épithéliales intestinales. En réponse a des ligands comme les laminines (a), les familles
d’intégrines B1 et B4 peuvent induire des réarrangements du cytosquelette (b) et activer des
cascades intracellulaires (c). Ces cascades conduisent a la modulation de 1’expression génique
(d) afin de réguler la prolifération et la différenciation ainsi que la survie cellulaire (e). (Teller
et Beaulieu, 2001)
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¢) Voie de signalisation

Des données divergentes ont été publiées concernant la voie de signalisation cellulaire
phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) et son rdle sur la différenciation cellulaire. Suivant les
modeles utilisés, cette voie et ses effecteurs (Serine /Thréonine kinase Akt, NF-xB) peuvent
avoir un rdle inducteur ou répresseur sur la différenciation des cellules épithéliales (Lynch et
Silberg, 2002). Wang et coll ont démontré que l’inhibition de la voie PI3K ou la sur-
expression de la Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10 (PTEN)
contribuent a la différenciation intestinale (Wang et coll., 2001). Une des cibles de la PI3K,
Akt, inhibe la transcription de Cdx2 (facteur de transcription induisant la différenciation, cf
prochain §) . En aval de Akt, se trouve le facteur de transcription Nuclear factor-kappaB (NF-
kB). Le promoteur du géne Cdx-2 possede des sites de fixation a I’homodimére p50/p50 de
NF-kB. Il a été¢ démontré une régulation positive de ce dimere sur la transcription de Cdx-2.
L’hétérodimere p65/p50 de NF-xB a, quant a lui, une activité inhibitrice sur la transcription
de Cdx-2. Les voies de signalisation p38 MAPK et PTEN permettent la trans-activation de
Cdx2 (Kim et coll., 2002b; Lynch et Silberg, 2002). De plus, Cdx1 (facteur de transcription
maintenant I’état prolifératif des cryptes, cf prochain §) exerce un role tumorigénique par le
biais de la voie ras, rho et PI3K montrant le réle de PI3K dans le contrdle de la prolifération
(Soubeyran ef coll., 2001). En contradiction avec ces résultats, Laprise ef coll ont démontré un
role inducteur de la différenciation par la voie PI3K en recrutant et activant la voie p38
MAPK (Laprise et coll., 2002). L’activation de la PI3K est dépendante des jonctions
adhérentes par le biais de la E-cadhérine. L’expression de la sucrase isomaltase (hydrolase de
la membrane apicale des entérocytes), de la villine (¢lément de structure de la bordure en
brosse) et 1’assemblage de la bordure en brosse sont dépendantes de la voie PI3K. Plus
récemment, Li et coll. ont démontré que les deux isoformes d’Akt (Akt-1 et -2) exprimées

dans I’intestin avaient une localisation différente selon 1’axe crypte-villosité. Ainsi les
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différences observées sur le role de la PI3K dans la différenciation entérocytaire pourraient
étre dues a une expression différentielle des isoformes de Akt selon I’axe crypte-villosité (Li

et coll., 2004).

d) Les genes impliqués dans la régulation de
I’homéostasie intestinale.

Plusieurs des facteurs de transcription maintenant I’état prolifératif des cryptes ont été
mis en évidence par leur role oncogénique. D’autres informations proviennent d’expériences
d’inactivation de geénes chez le modéle murin, mais ces études ne permettent pas d’ordonner
les fonctions des génes les unes par rapport aux autres.

La voie Wnt/B-caténine/Tcf4 est importante dans le maintien du compartiment
prolifératif de I’épithélium intestinal (Mariadason et coll., 2001; Pinto et coll., 2003). Dans
I’intestin, le facteur de transcription de cette voie, Tcf4, est exprimé de fagon prépondérante
dans les cryptes (Barker et coll., 1999). La délétion de ce géne chez la souris Tcf4” entraine
la perte des progéniteurs épithéliaux et de la lignée des cellules endocrines sans affecter les
autres types cellulaires (Korinek et coll., 1998). Une cible directe de la voie B-caténine/Tcf4
est le géne Cdx-1 (Domon-Dell et Freund, 2002). Il agit comme effecteur pour maintenir la
prolifération dans le compartiment des cryptes. Un autre géne a été¢ décrit sous le controle de
cette voie dans l’intestin, Bmp-4 (Kim et coll., 2002a). Cette protéine est exclusivement
exprimée dans le mésenchyme intra-villositaire. Les cellules des villosités répondent a la
signalisation BMP, et cette voie est décrite comme inhibant la formation de novo des cryptes
(Haramis et coll., 2004). Un autre effecteur de la voie Wnt est le géne APC qui est aussi décrit
comme influencant la prolifération de la muqueuse intestinale (Korinek et coll., 1998). La
fonction de la protéine APC au sein de la cellule est de contréler le taux intracellulaire de la
B-caténine. Les mutations somatiques d’APC sont présentes dans environ 70 a 80 % des

adénomes et carcinomes colorectaux.
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La famille forkhead (Fkh) joue également un rdéle important dans la prolifération et la
différenciation de 1’épithélium intestinal. Elle serait un acteur important du dialogue entre
I’épithélium et le mésenchyme. Le facteur de transcription, Fkho6, est exprimé dans le
mésenchyme bordant 1’épithélium, plus particuliérement au niveau des myofibroblastes. Il
apparait comme un régulateur négatif de la prolifération des cryptes. Il agirait avec les BMPs.
Sa délétion chez le modéle murin entraine une augmentation des cellules @ mucus par rapport
aux autres types cellulaires de 1’épithélium intestinal (Kaestner et coll., 1997). Certains
facteurs de transcription de la famille fokhead, HNF3[3 et HFH11, joueraient un réle dans la
régulation de la fonction des cellules souches (Clatworthy et Subramanian, 2001). Un autre
facteur de transcription exprimé par les myofibroblastes affecte le compartiment des cryptes :
Nkx2-3. Sa délétion entraine un phénotype proche de celui de Fkh6 : il conduit & I’hyper-
prolifération des cryptes mais les différents types cellulaires épithéliaux ne sont pas modifiés
(Pabst et coll., 1999).

La voie Sonic Hedgehog (Shh) est cruciale dans le métabolisme des lipides de
I’épithélium intestinal et dans la morphogenése des villosités (Wang et coll., 2002a). Cette
protéine est sécrétée par 1’épithélium et interagit avec des récepteurs exprimés par les cellules
de la lamina propria (Patched et Smoothened) (Roberts et coll., 1995a). Cette voie est un
effecteur important du dialogue épithélium/mésenchyme dans 1I’intestin (Apelqvist et coll.,
1997; Madison et coll., 2005). Elle induirait la signalisation Wnt (Kitchen et Walters, 2001).

Le couple de facteurs de transcriptions Cdx1/Cdx2 est largement décrit comme
régulateur de la prolifération et de la différenciation de 1’épithélium intestinal. L’expression
de Cdx1 est restreinte a la zone des cryptes, sa perte d’expression entraine la sortie du cycle
cellulaire et la différentiation des cellules épithéliales. Ainsi ce facteur de transcription
participe au maintien de 1’¢tat prolifératif des cryptes (Subramanian et coll., 1998). En
revanche, I’expression de Cdx2 est restreinte aux villosités et son role est largement décrit

comme inducteur de la différentiation (Lorentz et coll., 1997; Beck et coll., 1999; Boudreau et
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coll., 2002; Domon-Dell et coll., 2002). Son expression au niveau des villosités est induite par
la composition de la MEC, notamment la laminine 1 (Lorentz ef coll., 1997). Le promoteur de
Cdx2 posseéde des sites de fixation aux facteurs de transcription de la famille forkhead. Ce
facteur de transcription induit I’expression de la sucrase isomaltase (Boudreau et coll., 2002),
de la lactase-phlorizin hydrolase et de la claudine (Sakaguchi et coll., 2002). Les effets de
Cdx2 sont synergiques avec ceux du facteur de transcription HNF-1o (Kitchen et Walters,

2001). Ainsi il aurait un role d’effecteur dans I’induction de la différenciation des entérocytes.
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Figure 14 : Différenciation des différents types cellulaires de I’épithélium de ’intestin
gréle.  CCK: cholécystokinine; GIP: Gastric Inhibitory peptide. Le dialogue
épithélium/mésenchyme est important dans le maintien de 1’homéostasie intestinale. Les
médiateurs de ce dialogue seraient principalement les voies Wnt/Tcf4, Shh et BMP.
L’effecteur final de la différenciation entérocytaire est le facteur de transcription Cdx-2.
L’expression de Math1 restreint la différenciation a la lignée sécrétoire, puis I’expression de
NGN3 restreint les cellules a la lignée endocrine. La transcription des différentes hormones

sécrétées par ces cellules est régulée par des facteurs de transcription différents (Schonhoff et
coll., 2004).

Les premicres étapes induisant le choix de la lignée épithéliale vers laquelle vont
s’orienter les progéniteurs semblent étre réglées par la voie Notch. Notch est inactif dans les
précurseurs des cellules endocriniennes, permettant 1'expression des protéines pro-endocrines

Mathl et neurogenin3 (NGN3) dans les cellules endocrines. Les cellules précurseurs en
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différenciation activent la voie Notch dans les cellules voisines et ainsi inhibent 1'expression
des facteurs de différentiation endocrinienne. Mathl est impliqué dans le choix la lignée
¢épithéliale au sein de 1’épithélium. Les cellules n’exprimant pas Mathl ne deviennent
exclusivement que des entérocytes. Il y a donc 2 types de progéniteurs, (i) Math1-dépendants
qui induisent la lignée sécrétoire (cellules a mucus, entéroendocrines et de Paneth) et (ii)
Math1-indépendants qui induisent les entérocytes (Yang et coll., 2001). Plus particuliérement,
la différenciation de la lignée endocrine est conduite par I’expression de NGN3 (Schonhoff et
coll., 2004). Les facteurs de transcription Pax4, Pax6, BETA2/NeuroD, et homeobox
pancréatique-duodénal 1 ont ét¢ impliqués dans la différentiation de la lignée
entéroendocrine. BETA2/NeuroD semble coordonner l'expression du gene de la sécrétine
dans les cellules entéroendocrines de type S.

Plusieurs autres facteurs de transcription sont décrits comme régulant Ia
différenciation spécifique d’une des lignées de 1’épithélium. Le facteur Kriippel like factor
4/Gut Kruppel like factor (KLF4/GKLF) est requis pour la différenciation finale des cellules a
mucus dans le colon (Katz ef coll., 2002). 1l est également requis pour la différenciation des
entérocytes car il induit le géne de la phosphatase alcaline intestinale (IALP) (Hinnebusch et
coll., 2004). Dans le mod¢le cellulaire HT-29, il est induit par le butyrate, agent de

différenciation entérocytaire (Shie et coll., 2000).

3. Modeéles d’étude des cellules épithéliales intestinales.

Les mécanismes de controle de I’homéostasie épithéliale intestinale sont peu décrits en
raison des limites des modeles d’étude. Notamment, la compréhension des mécanismes de
transport a travers I’épithélium a été réalisée a partir de segments perfusés in vivo, de
segments excisés in vitro, d’organes en cultures, de cellules épithéliales en culture et plus

récemment grace a des modeles d’invalidation de génes chez I’animal. Des villosités
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fragmentées, obtenues a partir de rats nouveaux nés, peuvent étre cultivées in vitro (Tsuchiya
et coll., 1980; Tsuchiya et Okada, 1982). Ces villosités peuvent étre conservées 4 semaines et
les propriétés de chacune des cellules peuvent étre mesurées par micro-¢électrodes.
L’utilisation de cultures primaires est restreinte en raison de la viabilité limitée qui réduit le
potentiel des expérimentations. Un seul article trés récent décrit I’obtention de cultures
primaires de cellules épithéliales intestinales. Ces cellules en monocouche ont été cultivées
durant 7 passages successifs tout en conservant les caractéristiques d’un épithélium
fonctionnel comme la présence de jonctions serrées, I’absorption de Na" transépithéliale par
SGLT1 et ENaC et la sécrétion électrogénique de Cl” dépendante de I’APMc (Weng et coll.,
2005). Néanmoins, les cellules épithéliales intestinales entrent rapidement en apoptose en
raison de la perte de I’ancrage a la lame basale induite par I’isolement (phénomene d’anoikis
aspécifique) (Grossmann et coll., 1998).

Il existe des lignées cellulaires issues d’intestin gréle normal, les cellules IEC, mais
elles provienent du rat et les propriétés de transport peuvent étre différentes d’une espéce a
I’autre. Les études des propriétés intestinales chez ’homme sont principalement réalisées sur
des cellules d’origine cancéreuse et présentent donc une balance prolifération/mort cellulaire
modifiée. Les lignées cellulaires établies sont principalement issues d’adénocarcinome du
colon (HT-29, Caco-2, T84) (Tableau 1) (Fogh et Trempe, 1975; Murakami et Masui, 1980).
Cependant ces lignées, notamment HT-29 et Caco-2, sont de bons modéles pour I’étude de la
différenciation entérocytaire (Grasset et coll., 1985; Rousset, 1986; Zweibaum et coll., 1991;
Velcich et coll., 1995; Pageot et coll., 2000). En effet, la lignée Caco-2 possede la capacité
intrinséque de se différencier et la lignée HT-29 acquiére un caractére différencié apres action
du butyrate, du dimethyl sulfoxide (DMSO), de la forskoline ou de I’acide rétinoique
(Zweibaum et coll., 1991; Velcich et coll., 1995; Singh et coll., 1997; Reynolds et coll., 1998;
Cohen et coll., 1999; Nicke et coll., 1999). La durée du processus de différenciation in vitro

mime la situation intestinale in vivo, ou les cellules des cryptes proliférantes sont
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indifférenciées et ou la différenciation débute durant la migration depuis la crypte jusqu’a la
villosité. Les caractéres d’entérocytes différenciés sont notamment: les activités des
hydrolases de la bordure en brosse, 1’organisation des jonctions serrées avec 1’occludine et
Z0O-1, D’organisation du réseau d’actine sous la membrane apicale afin de former les
microvillosités, I’expression de la villine constituant des microvillosités, etc... (Trugnan et
coll., 1987; Zweibaum et coll., 1991; Velcich et coll., 1995; Cohen et coll., 1999).

Le Butyrate peut étre utilis¢é comme inducteur de différenciation sur le modele
cellulaire HT-29. C’est un acide gras a chaine courte qui est dérivé du métabolisme bactérien
des fibres alimentaires de la lumiére intestinale. Il agit sur la transcription de nombreux genes
par I’hyperacétylation et la phosphorylation des histones (Mariadason et coll., 2000; Della
Ragione et coll., 2001; Wu et coll., 2001). Dans un premier temps, il induit 1’expression de
p21™*" pour permettre I’arrét des cellules en phase G1/GO (Archer et coll., 1998; Siavoshian
et coll., 2000). Puis, il induit I’expression des enzymes de différenciation des entérocytes
comme la saccharase et I’alcaline phosphatase (Velcich et coll., 1995; Guzman-Aranguez et
coll., 2005). Pour induire les enzymes de différenciation, le butyrate augmente 1’expression de
Cdx-2 et GKLF (Domon-Dell ef coll., 2002; Hinnebusch et coll., 2004). 11 induit également

des changements morphologiques des cellules proliférantes de 1’épithélium de 1’intestin.
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Cependant, il existe de nombreuses limites a ces deux modéles : HT-29 et Caco-2 ne

sont pas des cellules normales, mais des cellules malignes et sont issues du colon et non de

I’intestin gréle (Tableau 2).

HT-29 |Lactase,
maltase-
glucoamylase

Caco-2 |Maltase-
glucoamylase

Profil
similaire
a celui du
colon
foetal

Pas de
transporteur du
glc couplé au
Na' comme au
niveau des
villosités

Perte du métabolisme du glc : forte
consommation de glc et glycolyse
aérobie

Accumulation de glycogen

= interférences avec la glycosylation
des hydrolases de la BB, notamment
SL

Tableau 2 : Limites des modéles d’études HT-29 et Caco-2. (Zweibaum ef coll., 1991)

Ces deux modeles cellulaires issus d’adénocarcinomes du colon ne peuvent pas étre

comparés a des entérocytes coliques car ils expriment des enzymes spécifiques de 1’intestin

gréle, mais ils ne sont pas strictement similaires aux entérocytes de I’intestin gréle car ils ne

possedent pas toutes les enzymes hydrolytiques de la bordure en brosse. Ces deux lignées

cellulaires sont proches des cellules épithéliales du colon feetal humain (Zweibaum et coll.,

1991).
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C.LES ELEMENTS DE DEFENSE CONTRE LE STRESS OXYDANT

L’¢épithélium intestinal est en contact direct avec le milieu extérieur. Cette localisation
particuliére entraine un contact direct avec de nombreux agents d’agressions. La lumiere
intestinale contient de nombreux pro-oxydants qui peuvent altérés cet épithélium. De ce fait,

1I’épithélium possede des éléments de défense contre le stress oxydant.

1. Les especes réactives de I’oxygéne (ERO)

a) La chimie des ERO
Un radical libre est une molécule ou un atome qui posséde, sur sa couche externe, un
¢électron célibataire. Les espéces réactives de I’oxygene, ERO, (en anglais : Reactive Oxygen
Species : ROS) regroupent I’ensemble des dérivés radicalaires de I’oxygeéne mais également
d’autres composés non radicalaires tres réactifs (peroxyde d’hydrogéne H,O,) (tableau 1). En
biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’¢lectron a partir de
I’oxygeéne et sont caractéris€s par une demi-vie courte. Ils réagissent dans le micro-

environnement direct de leur site de production selon différentes réactions (tableau 2).

Oxygéne °0,
Oxygeéne singulet '0,
Anion super oxyde 0,
Radical hydroxyle ‘OH
Radical hydroperoxyle HOO
Radical peroxyde ROO’
Hydroperoxyde ROOH
Radical alkoxyle RO
Peroxyde d’hydrogéne H,0,
Radical oxyde nitrique NO'
Peroxynitrique ONOO
Hypochlorite ClO
Pouvoir oxydant : OH > RO > HOO >R0OO0 >NO

Tableau 3: Principaux ERO
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Oxydation X > X +e¢
Réactions redox Réduction X+e 5X
Dismutation X+X >X+X
Recombinaison X +X - X-X
Addition X+Y - XY
Scission des - - o o . Elds
" —_— e G —_— - C=0  (Aldéhyde)
radicaux aldehydes | | | |

H H

Transfert d’atome R +R’H - R+ RH

d’hydrogéne

Feft+ = == Felt+On
Des traces de Fet + H202  => Fedt + OH®+ OH- (réaction de Fenton)
métaux de transition
favorisent la 02 + H202 —= 02 +OH”+OH- (réaction d'Haber Weiss)
formation des ERO Fer

Tableau 4 : Principales réactions faisant intervenir les ERO

b) Sources des ERO

(1) Endogene

Les cellules possedent un grand nombre de systémes enzymatiques responsables de la
production des ERO. Cette production constitutive d’ERO est réalisée dans la plupart des
compartiments cellulaires. La production des ERO est associée a des processus
physiologiques comme la production d’ATP, la syntheése des eicosanoides ou encore la
réponse inflammatoire.

La premicre source des ERO cellulaires est la phosphorylation oxydative au niveau de
la mitochondrie (figure 15). Au cours de la respiration cellulaire, la mitochondrie génére de
+

I’ATP via la réduction de 1’oxygeéne par une série d’additions d’électrons et d’ions H

(membrane interne de la mitochondrie). Au cours du transport ¢électronique, il y a production
de O, (complexe I: NADH dehydrogénase et complexe III : Cytochrome ¢ - coenzyme Q

oxydoréductase) qui est ensuite convertit en H,O, ou OH (Brookes, 2005). Lors des réactions

de transfert d’¢lectrons, la fuite des électrons peut conduire a I’oxydation de I’oxygene

44




Introduction, Les ¢léments de défense contre le stress oxydant

moléculaire. Les ERO produits par la respiration cellulaire dans les conditions physiologiques
correspondent a moins de 5% de 1’O; rentrant dans la chaine respiratoire.

Les cytochromes P-450, enzymes localisées dans le réticulum endoplasmique,
produisent O,” et/ou H,O, en agissant sur des substrats endogenes (stéroides) et sur des
substrats exogénes (détoxification des xénobiotiques) (figure 15).

Les cyclooxygénases et lipooxygénases membranaires sont deux enzymes qui
appartiennent a la voie de synthése des eicosanoides (prostaglandines, prostacyclines,
thromboxanes et leukotrienes). Ces métabolites sont impliqués dans la transmission des
informations entre les cellules et notamment au cours des processus inflammatoires. Ces deux
voies de synthése sont constituées d’une série d’étapes d’oxydation impliquant des
intermédiaires radicalaires (figure 15).

Dans des conditions d’infection bactérienne ou parasitaire 1’organisme possede de
nombreux systemes de défense comme le phénoméne de « respiratory burst» ou flambée
respiratoire. L’appel des cellules phagocytaires et la réaction inflammatoire en réponse a
I’infection sont des mécanismes de défense essentiels pour éliminer les micro-organismes.
Les neutrophiles sont un ¢lément clef de cette défense. Ils sont attirés précocement par des
facteurs chimiotactiques et atteignent le lieu de I’infection par diapédése en traversant des
capillaires dont la perméabilité¢ est accrue. Ils phagocytent les micro-organismes dans le
phagosome qui fusionne avec les granules lysosomiaux pour former le phagolysosome a
I’intérieur duquel les particules infectieuses sont digérées. Cette activation permet la digestion
bactérienne par une activation de la consommation d’oxygene (flambée respiratoire) et une
dégranulation. La dégranulation libére des enzymes hydrolytiques, tandis que la flambée
respiratoire implique le fonctionnement de la NADPH-oxydase, de la myélopéroxydase
(MPQO) et de la NO synthase (NOS) qui agissent de concert pour éliminer les micro-
organismes en produisant des ERO capables de détruire les capsules polysaccharidiques

bactériennes.
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» NADPH oxydases : Ces enzymes sont localisées principalement au sein du lysosome
des macrophages ou des neutrophiles. La NADPH oxydase se présente sous la forme d’un
complexe enzymatique qui est localis¢é au niveau de la membrane plasmique. Elle est
constituée d’une flavocytochrome b qui est un hétérodimere formé par une sous-unité¢ de 91

kDa (gp91-phox) et d’une sous-unité de 22 kDa (p22-phox) (Vignais, 2002). Cette enzyme

permet de transférer les électrons du NADPH a I’O, afin de produire du 0,. Récemment, une
NADPH oxydase non phagocytaire a été décrite, Nox. Elle a été identifiée dans plusieurs
types cellulaires comme les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et la lignée
de carcinome de c6lon humain, Caco-2 (Suh et coll., 1999).

» Myéloperoxydase (MPQO): Cette enzyme est exprimée spécifiquement par les

neutrophiles. La MPO est une protéine hémique (Fe’). C’est un homodimére symétrique,
formé¢ de 2 hemi-enzymes, chacune a 2 sous-unités reliées par des ponts disulfures. La
protéine est glycosylée, ce qui explique les variations de son poids moléculaire (120 a 150
kDa). Son activit¢ enzymatique est responsable de 1’oxydation des chlorures (CI) en

hypochlorites (CIO") en présence d’H,O,. Au sein du phagolysosome, les hypochlorites
formés réagissent avec H,O, pour former I’oxygéne singulet ('O5) et avec O, pour former

OH et CI. En dehors du phagolysosome, ils oxydent des thiols (-SH) et transforment le
souffre substitué¢ de la méthionine en sulfoxyde. Ils réagissent avec le GSH pour former une
sulfonamide cyclique stable, HOCI, qui forme des dérivés chlorés avec les amines, les acides-
amingés, les résidus tyrosyle, les lipides insaturés.

» NO Synthase : Dans le phénomeéne inflammatoire, cette enzyme est principalement
retrouvée dans les macrophages, I’isoforme retrouvée est la iNOS (inducible NOS). La
formation de dérivés oxydés de I'azote aboutit a la production de monoxyde d'azote (NO) qui
est toxique pour les micro-organismes. Cette enzyme est présente dans d’autres types

cellulaires que les macrophages, plusieurs isoformes sont retrouvées : les isoformes eNOS
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(endothelial NOS) et nNOS (neural NOS) sont constitutives alors que 1’isoforme iNOS est

inductible par les cytokines pro-inflammatoires.

argining == NO + citrulling

NO® + 02~ => ONOO"
ONOO se décompose en OH Et NO

Autres : Xanthine oxydase, Peroxydase, Amino acide oxydase, Acyl CoA oxydase et

Monoamine oxydase.

HADPH oxidase » OH-
lipoxygenase v—lrmdlnllun
cyclooxygenase Fenton Reaction,
Haber-Welss Reaction
eytochrome PAED (Cu, Fe}
xanthine
o:idln il Catalase
- e superox|de dismutase HEGZ " HEG
hypaxanihine nmhin. (30D}

xanthine urle acid GEH peraxidase .
;
GSH :
asH ﬁmﬂ :
NADP+ H :
;

reduciase

TRX ‘?—-—T TRY
{red) (o)

HADP* NADPH
Mq

(ox) {red)

Figure 15 : Les différentes voies métaboliques des espéces réactives de I’oxygeéne. Les
ERO, comme H,0,, O,” et OH', sont générés dans la cellule par différentes voies. O,” est
généré par la perte d’électrons au niveau de la mitochondrie. I1 est aussi généré par la NADPH
cytochrome P450 reductase, hypoxanthine/xanthine oxydase, NADPH oxydase, lipoxygenase
et cyclooxygenase. La SOD convertit O;"en H,O,, et H,O; est alors dégradé en H,O par la
glutathion peroxydase et la catalase. La thioredoxine posséde une activit¢ H,O, réductase
ainsi qu’une activité de « refolfing » des protéines oxydées. H,O, entraine la production d’un

radical trés réactif, OH, par les réactions de Fenton ou d’Haber-Weiss. Les ERO peuvent étre
¢galement produits par les rayonnements ionisants.

(2) Exogene : agents physiques et chimiques
Une production d’ERO peut étre engendrée par [’exposition a divers agents

environnementaux physiques ou chimiques. Les rayonnements ionisants, les rayons UV, la
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chaleur et les ultrasons font partis des sources physiques. L’exposition exogeéne des cellules
au peroxyde d’hydrogéne, au peroxinitrique ou a des composés générateurs d’ERO comme le
paraquat (herbicide) entraine la production des ERO tel que ’anion superoxide dans le cas du
paraquat. Le métabolisme des agents antitumoraux tels que 1’adriamycine ou la bléomycine

constitue également une source de production des ERO.

¢) Cibles cellulaires des ERO
Du fait de leur grande réactivité¢, les ERO peuvent endommager les constituants
biologiques essentiels tels que I’ADN, les lipides et les protéines et sont donc potentiellement

toxiques.

(1) ADN

L’oxydation des différents constituants de I’ADN induit la formation de 4 grandes
classes de I¢ésions : (i) les modifications des bases nucléiques, (ii) les sites abasiques, (iii)
les pontages et (iv) les cassures de chaines (simple et double brins). Les ERO sont a
I’origine d’une grande variét¢ de dommages de bases, comme la 8-oxo0-7,8-dihydroxy-
guanine (8-0x0G).

Par ailleurs, dans la chaine des réactions, des méthylations au niveau des bases sont
observées. La conséquence de ces altérations sera une erreur de lecture lors de la
transcription. Par ailleurs dans le cas de I’irradiation, I’atteinte de I’ADN est liée en particulier

au radical hydroxyle.

(2) Lipides
La peroxydation lipidique est un effet majeur des radicaux libres (Halliwell et
Gutteridge, 1984) (figure 16). La plupart des membranes des cellules des mammiferes sont
riches en acides gras polyinsaturés, ou PUFAs (Poly Unsaturated Fatty Acid) et sont donc tres

sensibles au stress oxydant. La plupart des aldéhydes produits apres lipopéroxydation sont
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trés réactifs et peuvent étre considérés comme des seconds messagers toxiques qui
augmentent les dommages initiaux dus aux radicaux libres. Les aldéhydes les plus étudiés
sont le 4-hydroxynonénal (4-HNE) et le dialdéhyde malonique (MDA) (Esterbauer et coll.,
1991). Ils réagissent avec des antioxydants comme le glutathion, augmentant le stress
radicalaire, mais aussi permettant de fait leur détoxification. La peroxydation lipidique -
lorsqu'elle n'est pas induite par un ¢élément exogéne anormal - est un phénomene
physiologique naturel qui intervient dans la dégradation de nombreux métabolites cellulaires
(hormones, acides gras, etc.). Certains produits de la peroxydation contribuent a I'adaptation
des organismes aux conditions de l'environnement ou encore a la différenciation cellulaire.

&4
8B

\ ROS ;

‘OH /0, /H,0,

Lipides
K

RS+rn,$ R W,
: . 00’ —OOH
Liaison Diéne

Radical 1yydroperoxyde
bis-allylique  conjugué peroxyl VSRR

Figure 16 : Peroxydation des lipides par les ERO. Ce processus est une réaction chimique
qui se traduit par la saturation des acides gras polyinsaturés. Les hydropéroxydes formés
peuvent subir des coupures qui conduisent a la formation d’aldéhydes, d’hydroyaldéhydes
voire méme de dialdéhydes.

(3) Protéines
En ce qui concerne les protéines, presque tous les acides aminés peuvent étre oxydés par
les ERO, les acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) et aromatiques (tyrosine,
tryptophane) étant les plus sensibles. L’oxydation des acides aminés géncre des
groupements hydroxyles et carbonyles sur les protéines mais peut également induire des
modifications structurales plus importantes comme les réticulations intra ou inter-

moléculaires. Ces altérations peuvent conduire a des modifications structurales des protéines.
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Dans le cas d’enzymes, les modifications au niveau du site actif peuvent conduire a leur

1nactivation.

2. Défenses anti-oxydantes : défenses primaires

Les défenses anti-oxydantes ont pour réle la détoxification des radicaux libres
produits en excés dans I’organisme. Un antioxydant est une molécule biologique qui est
capable a faible concentration de piéger les ERO. La balance anti-oxydants/pro-oxydants,
dénommé état redox de la cellule, doit étre en équilibre. Si un déséquilibre entre anti-oxydants
et radicaux oxygénés est observé, un stress oxydant est induit, c’est a dire que les
constituants de la cellule sont anormalement oxydés (figure 17). L’homéostasie tissulaire
dépend de I'équilibre entre la quantité de radicaux libres produits par des mécanismes internes

ou externes, et la capacité de destruction des systémes antioxydants qu'ils soient apportés par

l'alimentation ou produits par les cellules.

nts

éséquilibre de I’état redo

l l

Equilibre cellulaire Stress oxydant

Figure 17 : La régulation de I’état redox permet le maintien de I’homéostasie cellulaire.

La concentration des différentes enzymes et composés anti-oxydants est trés inégale
selon les tissus. De plus, a I’intérieur d’une cellule, des compartiments comme le peroxysome,

la mitochondrie, le cytosol ou la membrane disposent de protections différentes et spécifiques.
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a) Défense non enzymatique

(1) Glutathion (GSH)

Cette molécule est composée de trois acides aminés. Elle est riche en souffre ce qui lui
confére son role de piégeur de radicaux libres. Il existe des enzymes responsables de la
synthése, de la dégradation ou du recyclage du glutathion. Certaines de ces enzymes ont un
role crucial pour la stabilisation de ce composé et le maintien de I'équilibre redox. Le
glutathion oxydé (glutathion disulfide, GSSG) est réduit par la GSSG réductase. Le statut

redox du couple 2GSSG/2GSH constitue un indicateur important du statut redox cellulaire.

(2) Thioredoxines (Txn)

Les thiorédoxines sont de petites protéines (12 kDa) douées d’une activité intrinseque
d’oxydoréduction comme toutes les protéines a groupement thiol (-SH). Elles sont capables
de réduire les ERO et de restituer leur conformation aux protéines oxydées (Mitsui et coll.,
1992). Trois variants de la Txn sont codés par trois geénes différents. Ils ont été clonés et
caractérisés : Txnl (localisation cytosolique), Txn2 (localisation mitochondriale), SpTxn
(expression spécifique au niveau des spermatozoides). Une fois oxydée, la Txn est réduite par
la thiorédoxine réductase (TxnR) qui est une enzyme possédant un groupement

sélénocystéine au niveau de son site actif (figure 18).

S o B — & .

Thiorédoxine réeductase

Figure 18 : Role anti-oxydant de la thioredoxine et sa régénération par la thioredoxine
réductase.

La TxnR intervient aussi dans la dégradation des peroxydes lipidiques, du peroxyde

d’hydrogene et dans la régénération du radical ascorbyle en acide ascorbique.

(3) Métallothionéines (MT)
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Les métallothionéines sont de petites protéines d’une trentaine d’acides aminés, dont
un tiers sont des cystéines. La premicre fonction décrite de ces protéines est la détoxification
des métaux lourds (Liu et coll., 1995). Leur role comme anti-oxydant est démontré dans
différents cas de stress oxydant : rayons X, Cisplatin, Paraquat et Doxorubicin (Koropatnick
et coll., 1989; Bauman et coll., 1991; Sato et Bremner, 1993; Cai et coll., 1999). Thornalley et
coll ont montré que les MTs étaient capables d’éliminer le radical hydroxyle (Thornalley et
Vasak, 1985). Les métallothionéines exercent également leur réle anti-oxydant en chélatant
les ions fer, cuivre et ainsi limite secondairement la réaction de Fenton (tableau 2) (Good et

Vasak, 1986).

(4) Vitamines A, C, E

Les vitamines ne sont pas synthétisées par ’organisme. Leurs concentrations
plasmatiques dépendent fortement de 1'alimentation et des modifications du flux hépatique.

On regroupe sous le terme de vitamine E la famille des tocophérols (alpha, beta,
gamma, delta). Le caractére hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des
acides gras de la membrane cellulaire et des lipoprotéines. La vitamine E empéche la
propagation des chaines radicalaires dans les lipides, mais n'assure aucune protection directe
des protéines. En revanche, les lipides insaturés protégent les protéines en se comportant
comme des piégeurs de radicaux oxygénés (Dean et Cheeseman, 1987).

La vitamine C (acide ascorbique) proteége efficacement les protéines sans protéger les
lipides, mais intervient pour régénérer la vitamine E.

La vitamine A (caroténoide) agit de maniére synergique avec la vitamine E au niveau
de la membrane pour piéger les radicaux libres. Elle serait aussi capable de régénérer la

vitamine E oxydée.
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Radical R " G E NADPH
Vitamines C et E ) ( ) ( ) NADPH réductase
il E
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Cytosal Membranea

Figure 19 : Le cycle des vitamines E et C.

b) Défenses enzymatiques

(1) Superoxyde dismutases (SOD)

Ces enzymes sont des métalloprotéines qui assurent la dismutation de 1’anion
superoxyde (figure 20), premiere espece toxique formée a partir de 1’oxygene. Elles assurent
ainsi la premiere ligne de défense enzymatique contre le stress oxydant. Les isoformes de
SODs différent par la nature des ions métalliques de leur site actif (cuivre, zinc et
manganese), leur structure multimérique, leur localisation cellulaire et tissulaire. La structure
du puits catalytique est trés bien conservée lors de I’évolution. Elle forme un puits
hydrophobe au centre de la protéine, dans lequel se glisse I’anion superoxyde. Le mécanisme
réactionnel est rendu possible par le métal situé au cceur de ’enzyme. Le gene SOD1 code
pour la protéine CuZn SOD, cette protéine est un homodimere dont les sous-unités de 16 a 18
kDa fixent Cu®" et Zn*". Cette isoforme est localisée dans le cytoplasme cellulaire. Le géne
SOD2 code pour la protéine MnSOD, cette protéine est un homotétramere dont les sous-

unités de 24 kDa fixent le Mn®" et la localisation de cette protéine est mitochondriale.

(2) Catalase (CAT)
La catalase possede comme cofacteur le fer et elle dégrade le peroxyde d’hydrogene
en eau et dioxygene (figure 20). Cette protéine est un homotétramere de 56 kDa. Dans les
cellules de mammiferes, la catalase est essentiellement localisée dans les peroxysomes. Cette

enzyme est présente en forte concentration dans le foie et les globules rouges.
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(3) Glutathion peroxydases (GPX)

Les glutathions peroxydases, ayant comme cofacteur le sélénium (Se), dégradent les
hydroperoxydes d’hydrogeénes (H,O,, ROOH) (figure 20). Des glutathions peroxydases a
sélénium existent dans le cytosol (¢cGPX), dans le plasma (pGPx), au niveau de la membrane
cellulaire (HPGPx), et une isoenzyme est spécifiquement exprimée dans 1’épithélium du tube
digestif (GI-GPx ). Elles diffeérent entre elles au niveau de leur structure, de leur spécificité de
substrat, de leur localisation cellulaire et tissulaire. Ces enzymes sont sans doute le systéme
majeur de protection car elles détruisent non seulement H,O, mais aussi les peroxydes
organiques toxiques formés par oxydation des acides gras ou du cholestérol. L’activité de ces
enzymes est trées dépendante de 1’apport nutritionnel en sélénium. La protéine GPX-1 est un
complexe de 4 sous-unités de 23 kDa. La protéine GPX-2 est un tétramere (sous-unités de 22

kDa) localisé dans le cytosol.

Enzyme Reaction catalysee
+:2 Ht
a S0D 20— HyO3+ O3
a Catalase 2Ho00  co—  O5 + 2 H0

# Glutathion ROCOH + 2 GSH co—— ROH+ GSSG + HyO
peroxydase  perouyde T alcool

r—giutamyi Glutathion reductase
cystéine synthase

MN-Acetylcystéine

Figure 20 : Le role des SODs et des peroxydases est complémentaire

3. Systemes de réparation, défenses secondaires

Ces systémes permettent 1’élimination et la réparation des produits issus de I’oxydation

par les ERO (tableau 3) si le systeme de défense anti-oxydant n’est pas suffisant.
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Enzymes de la
dégradation/réparation
des protéines

Mécanismes des dommages
oxydatifs des protéines : M.O.P.

Protéinases, protéases,
peptidases

Enzymes de la
dégradation/réparation
des lipides

Phospholipases (A, et C), Acyl transférases, Glutathion

Peroxydase/Transférase/Réductase

Enzymes de la
dégradation/réparation
de P’ADN

Mécanismes de réparation des
dommages oxydatifs de ’ADN :
- Base excision repair (BER),
- transcription-coupled repair
(TCR),
- global genome repair (GGR)
- mismatch repair (MMR)
- translesion synthesis (TLS)
- homologous recombination
(HR)
- non-homologous end-joining
(NHEJ)

Exonucléases (III),
Endonucléases (III, IV),
Glycosylases, Polymérases,
Ligases

Tableau S : Acteurs des systemes de réparation anti-oxydant

4. Role des ERO et de la balance anti-oxydante

a) Role physiologique des ERO

Le role des ERO dans I’initiation et/ou le fonctionnement propre des diverses voies de

signalisation en réponse a la stimulation de certains récepteurs par des cytokines, des facteurs

de croissance ou par des hormones est décrit dans la littérature (Usatyuk et coll., 2003;

Carvalho et coll., 2004; Go et coll., 2004; Sigaud et coll., 2005). Les ERO peuvent donc étre

considérés comme des molécules de signalisation qui peuvent agir a différents niveaux des

cascades de transduction du signal.

Quand les cellules sont stimulées par les ERO, les signaux empruntes les mémes voies

de transduction cellulaire que celles utilisées par les facteurs de croissances (les protein

tyrosine kinases (PTK), les serine/threonine kinases, les phospholipases et le Ca®"). Les

oxydants activent les PTKs et les composants en aval incluant les mitogen-activated protein

(MAP) kinases, la protein kinase C (PKC), la phospholipase C-y (PLCy) et le calcium
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(Kamata et Hirata, 1999). Ces réactions induisent 1’activation de plusieurs facteurs de
transcription tels que activator protein-1 (AP-1) et NF-xB (tableau 4).

Cependant, il faut noter que beaucoup de facteurs de transcription sont régulés d’une
facon opposée directement par 1’état redox (tableau 4). Ainsi, les voies de signalisation

cellulaire sont soumise a une régulation dualiste par I’état redox.

I. Pratein tyrosine kinase Activation
EGF roceptor, insulin receptor, POGFE roceptor
Sre, Lok, Fyn, ZAP-T0, Syk, Lyn, For, Hek, Bk, Lik

2. Protein tyrosine phosphatase [nactivation
The reduced cysteine residues are essential.

3. Protein serine/threonine kinase
MAT kinase, [NK, p38, BMKL, Akr, 56 kinase Activation
FKC CActivation/inactivation)

4, Protein sering/threcnine phesphatase [nactivation
PP1, PP2A, calcineurin

5. Small G protein Activation
Fas

&, Lipid sipnalling Activation
FLC, PLIY, PLA;, I 3-kinase

7. Ca* =ignal Activation

In=l 1,4,51F; receptor, ryanodine receptor,
Cat AT Pase, Ca™MNa” exchanger
8. Transcription tactors [nactivation
AP1 (c-Fos, c<Jun), MFLE (p30}, Rel, LISF,
TTF-1, GR, EFV1E2, NFl, Myh, NF-Y, p53,
FEBFZ/AML, Oct-2, Eor-1, BZLFL, Ets, GABP,
Ah recepror, ATF, CREBR, TTF-1, Ku

Abbreviations: EGF—epidenmal prwth facton PIGF—platelet-derived growth factor: ZAP—E -associared polvpep-
tide of 70kDa; [ME—c-jun M-remminal kicase: BME1-Big MAP kinme 1; PPprotein phosphatase: PLD-
phosphiolipase 1 PLA—phospholipase A Pl-phosphatidvlinesitals Ins(1 4,53 /P—inositol 1.4, 5-trisphosphate:
AP-l—=activator protein-1: USF-upstream stimulatory factor; TTF-I=thyveoid tonscription factoc-1: GE-
olucocorticoid receprton BEVIEZ-bovine papilloma vios tvpe | E2 MFouclear facton FERPZ/AML—palyoma
viris enbancer-binding proteinfacure myelogenous leukemia; BZLF]-a ronscription activating prote in encoded
i1 Epste in-Barr virus; GARBP-GA-binding protein; ATF-activating transcription facton CREB—CAMP mespon-
sive element binding protein.
Tableau 6 : Les molécules de signalisation intercellulaires qui sont modifiées par 1’état
redox. (Kamata et Hirata, 1999)

Le facteur de transcription NF-kB, est I'une des molécules régulatrices clefs de
I’activation des cellules par les ERO (Wang et coll., 2002b). NF-kB est normalement
séquestré¢ dans le cytoplasme dans les cellules non activées et peut étre transloqué dans le
noyau afin de réguler I’expression de geénes effecteurs. Une famille de protéines inhibitrices,

IkBs, se fixe a NF-kB et masque son signal de translocation nucléaire et ainsi controle sa
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translocation. L’exposition de cellules a un stimulus qui perturbe la balance redox entraine la
phosphorylation rapide, I’ubiquitination et la dégradation protéolytique de IkB. Ce processus
permet la libération de NF-kB et sa translocation au noyau ou il régule 1’expression génique.
Beaucoup de genes effecteurs, incluant ceux des cytokines, des molécules d’adhésion sont
régulés par NF-kB. Plus particulierement, dans le cas de la capacité anti-oxydante, NF-xB a
¢été décrit comme modulateur des différents acteurs de la capacité anti-oxydante, tels que la
SOD, (MnSOD) (Jones et coll., 1997), les GPXs, la catalase (Zhou et coll., 2001) et la
thioredoxine (Djavaheri-Mergny et coll., 2004). Dans le cas des métallothionéines, NF-kB
n’est pas décrit comme un régulateur transcriptionnel. En revanche, les métallothionéines sont

capables de moduler ’activité de NF-xB (Sakurai et coll., 1999).

b) Réle pathologique des ERO

(1) Difféerentes pathologies associées a un stress oxydant.

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses pathologies aigués ou
chroniques. Le niveau des ERO intracellulaires peut-étre accru considérablement en cas de
choc septique, d’ischémie-reperfusion, de diabéte ou d’inflammation, notamment dans le cas
des maladies inflammatoires chroniques intestinales. Cette disfonction est également
impliquée dans le vieillissement, 1’athérosclérose, le cancer, les maladies neuro-dégénératives
ou encore la trisomie 21 (Gutteridge, 1989). De nombreuses pathologies sont également dues
a des déficiences dans les systemes anti-oxydants, par exemple dans les anémies de Fanconi
ou une diminution de I’activité¢ SOD est observée (Casado et coll., 1997).

Au niveau de I’intestin, de nombreuses altérations des systémes anti-oxydants ont
été observées soit dans des modeles expérimentaux d’atteinte de la muqueuse ou dans des
pathologies humaines. Une déplétion en GSH a ¢été observée dans le cas d’une perte

d’intégrité de la barriére intestinale apres brilure (Ocal et coll., 2004). Dans un mode¢le de
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cellules épithéliales intestinales, il a ét¢ démontré une augmentation de ’activité thiorédoxine

réductase en réponse a un stress oxydant (Higashikubo et coll., 1999).

(2) Un exemple de stress oxydant au niveau de [’intestin . les
Maladies Inflammatoires Chroniques Intestinales - MICI.

Les symptomes des maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), en
anglais : Inflammatory Bowel Disease/IBD, sont trés proches de ceux de I’irradiation :
douleurs abdominales, diarrhées, perte de poids, fievre. Sous le terme de MICI sont désignées
la maladie de Crohn et la recto-colite hémorragique. La recto-colite hémorragique est limitée
au rectum mais peut s’étendre a tout le colon. La maladie de Crohn peut affecter toutes les
régions du tractus gastro-intestinal. Elle est caractérisée par des segments sains segmentés par
des régions affectées. La compréhension de ces différentes maladies inflammatoires
intestinales pourrait apporter de nouvelles pistes dans la compréhension des mécanismes
radio-induits d’atteinte de la muqueuse intestinale.

Au cours des MICI, la réaction inflammatoire et immunitaire se perpétue de fagon
anormale en réponse aux antigénes des bactéries endogenes (Bouma et Strober, 2003)(figure
21). L'infiltrat inflammatoire de la lamina propria intestinale est, en permanence, riche en
neutrophiles et en macrophages activés (Hallgren et coll., 1989; Mahida et coll., 1989), dont
le renouvellement se fait réguliérement a partir des cellules sanguines. Les médiateurs libérés
par ces cellules, en particulier les ERO et le NO, contribuent a la destruction épithéliale, a la
désorganisation histologique du chorion. Ils favorisent également 1'activation de NF-kB et en
conséquence de nombreux genes codant pour des protéines impliquées dans la réponse

inflammatoire sont transcrits (Baeuerle ef coll., 1996).
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Figure 21: Les cellules actrices de la réponse immunitaire dans les maladies
inflammatoires chroniques intestinales. APC : cellules présentatrices d’antigénes (cellules
dendritiques), M¢ : macrophage. D’aprés (Pavlick ef coll., 2002).

Ainsi, il a été démontré une production accrue des ERO au cours des MICI
(Keshavarzian et coll., 1992; Pavlick et coll., 2002). Un certain nombre d'études ont décrit
une diminution des capacités des systémes de défense contre le stress oxydant. Ainsi,
différentes équipes ont mis en évidence une diminution des concentrations de Cu/ZnSOD et
de métallothionéines au cours des MICI (Mulder ef coll., 1991; Kruidenier et coll., 2003D).
Cependant, cette baisse de la SOD n’est pas toujours observée, la modulation de son activité
ou de son expression semble étre dépendante du degré d’inflammation du tissu (Mulder et
coll., 1991; Lih-Brody et coll., 1996; Kruidenier et coll., 2003a). Sido et coll observent une
diminution de la synthése de glutathion, une molécule clé¢ de l'activité de la gluthation
peroxydase (GPX) (Sido et coll., 1998). Cette observation a également été décrite dans un
modele expérimentale de MICI. La déplétion du GSH a été observée dans un modele TNBS
chez la souris, et sa restauration par le N-acétyl cystéine (NAC) limite les symptomes
observés (Ardite et coll., 2000). Comme les SODs, la catalase et les métallothionéines, la
modulation de I’activité GPX a été¢ démontrée lors des MICI (Kruidenier et coll., 2003b).

D'autres carences en cofacteurs des enzymes anti-oxydantes ont été rapportées, comme par
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exemple celle en sélénium (cofacteur essentiel de I'activité de la GPX), négativement corrélée
a certains marqueurs inflammatoires et immunitaires au cours de la maladie de Crohn. Malgré
un grand nombre d'études, une des questions majeures reste celle du lien de causalité précis
entre stress oxydant et atteinte inflammatoire au cours des MICI : le déséquilibre
oxydants/anti-oxydants est-il cause ou conséquence de l'inflammation intestinale ? Quoi qu'il
en soit, sa participation au développement ou a l'entretien de I'atteinte inflammatoire
intestinale, justifie I'intérét actuel pour les molécules anti-oxydantes dans le traitement des
MICI. Différents traitements anti-oxydants (acide S5-aminosalicylique, SOD, NAC et
lycopene) ont été utilisés dans des modéles expérimentaux de colite et ont montré un bénéfice

important (Ardite et coll., 2000; Cuzzocrea et coll., 2000; Reifen et coll., 2004; Segui et coll.,

2004).
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D.LES RAYONNEMENTS IONISANTS

L’analyse des divers accidents d’irradiation et des effets de la radiothérapie met en
évidence qu’un contrdle plus efficace des dysfonctionnements gastro-intestinaux est une
nécessité pour la survie de certains patients et/ou leur qualité de vie. Le systeme digestif est
trés sensible aux rayonnements ionisants du fait de son taux de renouvellement cellulaire tres
important. L’atteinte intestinale est définie généralement comme étant associée a la
dénudation importante de 1’épithélium intestinal qui engendre une perte d’intégrité de la

barriere intestinale.

1. Effets généraux de P’irradiation

a) Nature des rayonnements ionisants
Un rayonnement est une émission d’énergie sous forme d’ondes ou de particules. Un
rayonnement est ionisant s’il transporte une énergie suffisante pour arracher un électron a une
molécule. Les rayonnements ionisants peuvent étre produits par la décroissance d’¢léments
radioactifs (irradiateurs émetteurs de rayons gamma : césium 137, cobalt 60) ou par des
moyens artificiels (rayons X).

La dose absorbée exprime la quantit¢ d’énergiec moyenne déposée en un point par le
rayonnement traversant un milieu. 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). Le transfert lin¢ique d'énergie (TEL) est défini par la quantité d'énergie perdue
pour une unité¢ de longueur donnée. Plus la perte d'énergie est importante, moins la distance
traversée par la particule est grande, et plus la zone traversée va subir d'ionisations. La nature
et I'intensité des effets biologiques dépend également du débit de dose. Le débit de dose

correspond a la dose délivrée par unité de temps (Gy/min).
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Grandeur Définition Unité

Activité (A) Nombre de transformations nuléaires par seconde | Becquerel (Bq)

Dose absorbée (D) Energie absorbée par 1'unité de masse de matiere | Gray (Gy)
irradiée

Dose équivalente (Ht) |Ht = D.Wg ou Wy = facteur de pondération pour | Sievert (Sv)
les rayonnements

Dose efficace (E) E = > Hr.Wr ou Wt = facteur de pondération pour | Sievert (Sv)
les tissus

Tableau 7 : Principales grandeurs et unités utilisées en radiobiologie

b) Effets directs

Les phénomenes initiaux et directs déclenchés par le passage du rayonnement sont les
ionisations et excitations des atomes et molécules du milieu biologique, le long des
trajectoires des particules ionisantes. Ces perturbations physiques entrainent des perturbations
physico-chimiques pour finalement produire des effets biologiques (figure 22). L’ionisation et
I’excitation représentent pour une molécule un accroissement considérable de son énergie
interne, ce qui compromet sa stabilité. Les excédents d’énergie sont éliminés par émission de
fluorescence ou par la rupture d’une liaison de covalence au sein de la molécule ou d’une
molécule voisine.

Cet effet direct entraine des altérations structurales notamment au niveau de la double
hélice de I’ADN : le rayonnement correspond a un dépdt d'énergie au niveau de la chaine
d'ADN et entraine une cassure. Cette rupture peut se faire sur un brin ou bien sur les deux

brins. Les coupures double brin sont évidemment plus difficilement réparables.
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Irradiation
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Figure 22 : Chronologie des évenements déclenchés par I’exposition aux rayonnements
ionisants.

¢) Effets indirects
Les effets biologiques de I’irradiation résultent pour une large part de 1’action des
rayonnements sur les molécules d’eau qui représente 80% du poids des organismes vivants.
Le principal effet de l'irradiation est la radiolyse de 1'eau (figure 23). Lorsque 1’eau est
irradiée par des rayonnements ionisants, la premiere étape est 1’ionisation. L’excitation directe
des molécules d’eau est un phénoméne mineur comparé a 1’ionisation. Cette premicre étape

est suivie de réactions secondaires extrémement rapides qui conduisent finalement a la

formation de produits moléculaires stables comme H,, H,O, et de radicaux libres comme H,
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OH’, HOy., € 4. Ces derniers sont beaucoup plus réactifs et pour cette raison ont une durée de
vie trés courte, de ’ordre de la microseconde. La radiolyse de ’eau représente un effet
indirect des rayonnements ionisants car les radicaux vont interagir avec les composants

biologiques, entrainant leur modification chimique (figure 22).

h-rzo Uergdlatist’ __ puee. 4 e
;"’ "\_ 4
qgf ey
. 4 \
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Figure 23 : Représentation schématique de la radiolyse de I’eau.

Comme décrit précédemment, les ERO produits vont interagir avec 1I’ADN, les
protéines et les lipides de la cellule. Les modifications observées au niveau des lipides vont
entrainer des modifications de la fluidit¢ membranaire (Benderitter et coll., 1999). Les ERO
d’origine radiolytique se distinguent des ERO produits lors du métabolisme normal par leur

nature et leur distribution cellulaire :

= La radiolyse de 1’eau conduit en condition aérobie a la production d’O, et OH,

en quantit¢ équivalente, tandis que le métabolisme cellulaire conduit a la

production d’0,” en premier lieu (OH n’est formé que secondairement).

* Les ERO radiolytiques sont produites dans 1’ensemble des organites alors que
les ERO métaboliques sont formées dans certains sites (mitochondrie
principalement) ou sont réunies les conditions d’activation de I’oxygene et ou se

trouvent aussi des dispositifs de controle : c’est la notion de compartimentation.
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2. Conséquences cellulaires

Les rayonnements ionisants engendrent une grande diversité¢ de 1ésions dans tous les
compartiments sub-cellulaires. Aprés un dommage a I’ADN, les cellules s’arrétent dans le
cycle cellulaire et/ou entrent en apoptose. Ces processus impliquent un nombre important de
facteurs, incluant (i) la détection et la signalisation des dommages a I’ADN, qui sont
dépendantes de la fonctionnalité des protéines ATM, DNAPK et Ku (Jackson, 1996) ; (ii) la
capacité d’intégrer ces signaux a partir des protéines de reconnaissance des dommages a
I’ADN, dans lequel la protéine p53 joue un rdle clef (Kuerbitz et coll., 1992); (iii) la capacité
de la cellule a réparer son ADN (Wood, 1996); (iv) le taux cellulaire d’apoptose. La protéine
p53 est un régulateur clef dans le choix de la cellule entre 1’apoptose ou ’arrét dans le cycle
cellulaire. Le niveau protéique de p53 est induit rapidement en réponse aux dommages de
I’ADN par les rayonnements ionisants, les ultra violets, les drogues cytotoxiques et 1I’hypoxie.
I1 a été démontré que cette protéine régule de nombreux genes a la fois impliqués dans 1’arrét

1Waf—1/CIP1

du cycle cellulaire et de 1’apoptose (induit I’expression de Bax et de p2 et réprime

Bcl-2)(Moll et Zaika, 2001).

a) Cycle cellulaire

La radiosensibilit¢ des tissus vivants dépend dans une trés large mesure de la
progression dans le cycle cellulaire. Chez la souris par exemple, il existe une trés grande
variation de la survie des cryptes intestinales en fonction des phases du cycle cellulaire, avec
un pic de radiorésistance en phase S (Potten et coll., 1978; Potten, 1990).

Les arréts aux points de transition (checkpoints) sont liés a l'activation d'un signal
cellulaire induit par la reconnaissance des lésions radio-induites de I'ADN (Hartwell et
Weinert, 1989). Ils permettent aux mécanismes de réparation de prévenir les anomalies de
réplication (transition G1-S) ou les aberrations chromosomiques pendant la mitose (transition

G2-M). Apres irradiation, les deux principaux points de contrdle du cycle se situent, I’'un en
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G1, l'autre en G2 (figure 24). Les cellules d'eucaryotes supérieurs cultivées in vitro présentent
un pic de radiosensibilité a la jonction G1-S, en phase G2 et en phase M alors que la phase S

est la plus radiorésistante (Favaudon, 2000).

Checkpoint
Entrée M

GO : phase
quiescente

Checkpoint G1

Figure 24 : Le cycle cellulaire et ses points de régulation. Le cycle cellulaire est constitué
de 4 phases successives : la phase G1 de préparation a la synthése du génome, la phase S de
duplication du génome, la phase G2 de préparation a la division cellulaire et de contrdle de
I’intégrité du génome, la phase M de division cellulaire. Quand les cellules ne sont pas en
prolifération, elles sont quiescentes, elle se trouvent alors en phase GO. Il existe deux grands
point de régulation du cycle cellulaire : le checkpoint en phase G1 et le checkpoint d’entrée en
phase Mitose.

L'arrét en Gl, en amont du point de restriction, est li¢ a 1'élévation du niveau
d'expression de p21“P"VAF! Cette expression procéde elle-méme d'une élévation du niveau
de p53. Elle conduit a I'inhibition de PCNA et des complexes de CycD, CycE et CycA, et par
voie de conséquence a l'arrét de la progression des fourches de réplication, et a 1'inactivation
de pRb. Cet arrét peut prendre un caractére irréversible (sénescence) dans les cellules
normales, en particulier dans la lignée fibroblastique. Ce mécanisme ne doit pas étre confondu
avec l'arrét transitoire en G1 qui marque fréquemment I'entrée en apoptose. L'arrét en G1 est
perdu par mutation ou délétion du gene P53.

En revanche, un arrét transitoire en G2 est observé dans toutes les lignées cellulaires. Il
joue un rdle important dans la détection et la réparation des 1ésions radio-induites du génome.

L'arrét en G2 est li¢ a la phosphorylation de la cyclin dependent kinase 1 (CDK1) en raison de
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la perte d’expression de CDC25C entrainant ainsi 1’inhibition de ’activité CDK1. Par ailleurs,
un traitement par la caféine ou la staurosporine abroge I’arrét en G2 post irradiation et induit
I’apoptose en G2/M (Bernhard et coll., 1994). A I'inverse une majoration du blocage en G2

diminue le taux d’apoptose radio-induite (Palayoor et coll., 1995).

b) Apoptose

Les dommages radio-induits conduisent a la mort cellulaire par deux mécanismes, (1)
I’apoptose, un processus actif de mort cellulaire par suicide, et (ii) la nécrose, un processus
passif (figure 25).

La nécrose est morphologiquement caractérisée par un gonflement cellulaire avec un
gonflement des mitochondries ; dilation du réticulum endoplasmique ; 1ésions des membranes
cellulaires ; dispersion des ribosomes ; rupture des lysosomes et autophagie. L’aspect
morphologique est le résultat de deux processus : digestion enzymatique de la cellule et
dénaturation des protéines. Ce processus est induit majoritairement aprés de fortes doses
d’irradiation.

L’apoptose est morphologiquement caractérisée par une condensation de la chromatine,
une division du noyau et des membranes plasmiques en vésicules et finalement par la
fragmentation des structures nucléaires, conduisant a la formation de corps apoptotiques
(Wyllie, 1992). Ces événements sont conduits par la transition du potentiel de membrane
mitochondrial (Zamzami et Kroemer, 2003) puis I’activation des caspases protéolytiques par
le cytochrome c relargué par la mitochondrie (ex : caspase 3). Plusieurs protéines sont clivées
par les caspases, incluant la DNA repair enzyme poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), les
lamines nucléaires, Bcl-2.... Ces clivages entrainent une destruction du cytosquelette et
I’initiation de la fragmentation du noyau.

Dans le cas de l’irradiation, il existe un mécanisme de catastrophe mitotique qui

survient lors de I’entrée de la cellule en mitose. Les cassures de I’ADN non réparées et les
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aberrations chromosomiques conduisent & une mitose anormale et entrainent la mort de la
cellule. Ce phénoméne est caractérisé morphologiquement par la formation de cellules de
grande taille dont la chromatine est decondensée et forme de multiples micronoyaux
(Swanson et coll., 1995; Roninson et coll., 2001). Dans certains cas, les mitoses abortives
conduisent a la formation de cellules tétraploides (Margottin-Goguet et coll., 2003). Certains
auteurs décrivent que le phénoméne de catastrophe mitotique conduit a la mort cellulaire par

un processus apoptotique, mais cette affirmation est encore trés controversée (Castedo et coll.,

2004a).
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Figure 25 : Les différents signes morphologiques de la nécrose et de ’apoptose.

L’irradiation induit également des dommages au niveau de la membrane plasmique. La
voie de signalisation membranaire connue induisant 1’apoptose est le clivage radio-induit de
la sphingomyé¢line membranaire par le sphingomyélinase acide ou neutre, résultant en la
formation de céramide, un second messager lipidique. Haimovitz-Friedman et coll ont
suggéré que les rayonnements ionisants agiraient directement sur la membrane cellulaire des
cellules endothéliales pour initier ’hydrolyse de la sphingomyéline et ne nécessite aucun
composant nucléaire (Haimovitz-Friedman et coll., 1994). En revanche, il n’est pas déterminé

si la voie des céramides peut induire la voie de I’apoptose dans tous les types cellulaires.
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3. Atteinte tissulaire

La réponse des tissus aux rayonnements ionisants est un processus complexe qui résulte
de la somme de 3 effets (Dorr et Hendry, 2001; Bentzen et coll., 2003) :

— Effet direct: C’est la théorie de la perte de cellules. Cet effet est conditionné par la
capacité de prolifération cellulaire, par la capacité de réparation cellulaire notamment de
I’ADN, par les systemes de défenses anti-oxydants et surtout par la durée de vie des
cellules fonctionnelles et différenciées.

— Effet indirect : En aucun cas les effets tissulaires ne peuvent étre réduits a la somme des
effets cellulaires directs. L’importance des communications intercellulaires a largement
été démontrée (médiateurs inflammatoires, facteurs de croissance, ...)

— Effet fonctionnel : Les modifications phénotypiques des cellules (acquisition d’un

phénotype activé, sénescence, différenciation...) conditionnent la réponse des tissus aux
rayonnements ionisants.

I1 est évident que I’importance de ces 3 effets varie d’un tissu a I’autre en fonction de
leurs radiosensibilités respectives. Les atteintes sont également liées a (i) la nature des
rayonnements (suivant la nature du rayonnement son pouvoir de pénétration sera différent :
rayon alpha < rayon béta < rayon gamma) ; (ii) dose totale regue ; (iii) débit de dose ; (iv)
récurrence de I’irradiation (dose unique ou fractionnée) ; (v) nature et étendue des structures

irradiées ; (vi) mais également a des facteurs génétiques et épigénétiques.

4. Atteinte radio-induite de I’intestin gréle

a) Apoptose radio-induite
La réponse apoptotique aigué suite aux rayonnements ionisants est observée de 3 a 6
heures aprés exposition au niveau de 1’épithélium intestinal et est dépendante de 1’expression
de p53 (Clarke et coll., 1994; Merritt et coll., 1994; Merritt et coll., 1997). Dans les temps
plus tardifs (de 12 a 24 heures), 1’apoptose est indépendante de 1’expression de p53, cette
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apoptose serait due a la mort mitotique des cellules (Merritt et coll., 1997). Wilson et coll. ont
démontré une hétérogénéité dans la réponse des différentes populations de 1’épithélium
intestinal aprés irradiation en fonction de I’expression de p21™*P! et de p53 (Wilson et coll.,
1998). Comme le dépdt d’énergie lors de I’irradiation gamma est homogéne le long de la
crypte, ces différences sont dues aux variations phénotypiques des sous populations
¢épithéliales de la crypte. Une forte expression de la protéine p53 a la base des cryptes
(position 4 a 5) est associée a un phénotype apoptotique sans expression de la protéine

p21™eP tandis qu’une expression plus faible dans la partie supérieure de la crypte est

lwafl/cipl lwafl/cipl

associée a I’expression de p2 . Cette expression de p2 seule est corrélée avec

I’arrét de la prolifération cellulaire et I’augmentation de la survie (figure 26).
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Figure 26 : Régulation de I’apoptose et du cycle cellulaire aprés irradiation dans
Pintestin gréle de souris. Exemple d’une irradiation corps entier de 8 Gy. == cellules en
apoptose, == expression p53, == expression de p21™* P! (Wilson et coll., 1998).

Dé¢s la dose de 0.01 Gy, ’apoptose est observée a la position 4-5 des cryptes. Les

variations du débit de dose ou du transfert d’énergie liné¢ique ne modulent pas la réponse de
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ces cellules, suggérant que ces cellules ne possédent pas la capacité de réparer leur génome.
Le taux d’apoptose maximum est atteint dés la dose de 1 Gy, et le nombre de cellules
apoptotiques est toujours de 5 cellules par crypte (Potten, 2004). Ces expériences ont permis
d’estimer, au nombre de 5 a 6, le nombre de cellules souches épithéliales au niveau de
I’intestin gréle.

Au niveau de la muqueuse, un autre phénomeéne apoptotique est observé apres
irradiation (15 Gy, TBI), celui de I’apoptose des cellules endothéliales dépendant de la voie
des céramides (Paris et coll., 2001). Selon les auteurs de cette étude, ce phénomene
d’apoptose des cellules endothéliales, observé plus précocement que celui de I’apoptose des
cellules épithéliales, induirait la mort des cellules de la crypte par un phénoméne d’hypoxie.
Différentes observations appuient cette hypothése : la perte des cellules souches des cryptes
ne se produit plus (i) quand I’apoptose des cellules endothéliales est inhibée par le basic
fibroblast growth factor/FGF (facteur de survie des cellules endothéliales) et (ii) quand le
geéne de I’acide sphingomyelinase est perdu (shunt la voie des céramides, voie majeure de
I’apoptose radio-induite des cellules endothéliales). Cette théorie, encore trés controversée au
sein de la communauté scientifique, ne semblent pas étre exacte aprés toutes les doses
d’irradiation. Ces résultats sont démontrés apreés une irradiation de 15 Gy, mais les voies des
céramides et de 1’apoptose de 1’endothélium ne semblent plus étre prépondérantes pour des
doses supérieures. De méme pour des doses inférieures comme la dose de 9 Gy / TBI, ou
I’apoptose des cellules endothéliales n’est pas observées, mais ou une atteinte de la muqueuse
est importante (Sasaki et coll., 2004). Ces données récentes n’ont pas encore permis de
déterminer si un signal existe entre les cellules endothéliales et les cellules épithéliales ou si la
perte de 1’apport en O, et de ce fait la perte d’ATP dans la cellule est la source de I’apoptose
des cellules épithéliales.

A T’heure actuelle, aucun signal de mort cellulaire du mésenchyme vers les cellules

¢épithéliales n’a ét¢ mis en évidence. Effectivement, le dialogue permanent décrit entre le
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mésenchyme, notamment des myofibroblastes, et 1’épithélium lors de la différenciation
cellulaire intestinale pourrait participer a I’apoptose radio-induite observée 6h et 24h apres

I’exposition.

b) Atteinte structurale de la muqueuse
La perte des cellules épithéliales par apoptose dans les temps précoces (6h a 24h)
aprés irradiation induit une dénudation de 1’épithélium 3 a 4 jours aprés ’irradiation. Cette
perte cellulaire est la conséquence du renouvellement de cet épithélium par la continuelle

extrudation a I’apex des villosités.

Figure 27 : Atteintes structurales 4 jours aprés une irradiation abdominale de 15 Gy
chez la souris (données personnelles, Griffiths N.). Coloration HES (X20). A- Coupe de
jéjunum chez un témoin. B- Détail de la structure des cellules épithéliales des villosités chez
un témoin. C- Coupe de jéjunum apres irradiation : stérilisation de la majorité des cryptes,
présence de quelques cryptes régénérantes, baisse de la taille des villosités, décollement de
I’épithélium de la lame basale a 1’apex des villosités. D- Détail de la structure des cellules
¢épithéliales des villosités apres irradiation, apparition d’une hyperplasie des cellules
épithéliales.
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Cette mort cellulaire se traduit donc par une perte d’une partie des cryptes
(stérilisation) et un baisse de la taille des villosités (figure 27). Les villosités sont alors
constituées de cellules endommagées (noyaux gonflés) (Hendry et Potten, 1995) et des
altérations des jonctions inter-cellulaires sont observées (Dublineau et coll., 2004). Pour des
doses inférieures a 11 Gy chez la souris, 1’épithélium a la capacité intrinséque de se régénérer,
pour des doses supérieures, la régénération des cryptes est beaucoup moins importante. A
partir de la dose de 15 Gy, la régénération est insuffisante pour restaurer 1’épithélium, ces
atteintes entrainent des dénudations et des ulcérations qui conduisent a la mort de 1’animal
(Hendry et coll., 1983). Cependant, si I’irradiation est localisée au niveau de I’intestin ou
d’une seule hanse extériorisée, des cryptes régénérantes sont toujours observées apres de

fortes doses d’irradiation (De Both et Vermey, 1976).

¢) Atteintes fonctionnelles

Les rayonnements ionisants peuvent également entrainer des perturbations de
I’environnement épithélial ainsi que des systémes de régulation du fonctionnement intestinal.
Les perturbations fonctionnelles du transport de 1’eau et des électrolytes peuvent étre
observées méme en 1’absence d’atteinte structurale (Gunter-Smith, 1986). Des défauts de
motricité digestive sont rencontrés et se caractérisent par des contractions géantes propulsives
et une accélération du transit intestinal (Summers et coll., 1987; Linard et coll., 1997). Ces
atteintes fonctionnelles montrent que 1’irradiation peut perturber les systémes de régulation de

I’homéostasie intestinale sans altération profonde de la structure de la muqueuse.

d) Inflammation
L’atteinte structurelle et fonctionnelle radio-induite de la muqueuse est associée a la
présence d’un infiltrat inflammatoire dense. Les études relatives a la genése du syndrome
inflammatoire reposent sur la mise en évidence de I’infiltration et I’accumulation in situ de

neutrophiles, de lymphocytes et de macrophages (Buell et Harding, 1989). L’endothélium
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vasculaire semble étre le premier compartiment activé aprés irradiation avec production de
molécules d’adhésion (Panes et coll., 1995). Les mécanismes et les acteurs moléculaires
responsables de cette accumulation ne sont pas clairement identifiés.

Les cytokines jouent un role paracrine dans la réponse inflammatoire. L’un des facteurs
clefs dans les MICI est le déséquilibre entre la production des cytokines pro et anti-
inflammatoires. Le recrutement des leucocytes circulants sur le site inflammatoire est
directement issu de la cascade inflammatoire (IL-1P, TNF-a, IL-6) et est coordonné par
I’expression locale de molécules chémo-attractantes (IL-8, MCP-1, RANTES) et de
molécules d’adhésion (ICAM, VCAM) (Molla et coll., 2003). Ces mécanismes ont aussi été
décrits au niveau musculaire dans 1’iléon de rat aprés irradiation (Linard ef coll., 2003), mais
les mécanismes d’induction de la réaction inflammatoire au niveau de la muqueuse sont peu
décrits. En paralléle, I’irradiation induit une augmentation excessive des eicosanoides (dont
les prostaglandines). Ces médiateurs endogeénes de la réaction inflammatoire sont
responsables de la vasodilatation, de 1’augmentation de la perméabilit¢ vasculaire, de la
thrombose et de la chemotaxie observées aprés exposition aux rayonnements ionisants
(Michalowski, 1994). Cependant, la synthése des prostaglandines au niveau intestinal joue
un réle important dans la restauration 1’épithélium apres irradiation (Cohn et coll., 1997;
Weaver et coll., 2001). Des inhibiteurs non-sélectifs des cyclooxygénase (COX) réduisent la

survie des cellules souches apres irradiation (Cohn ef coll., 1997).

(1) Un exemple d’inflammation au niveau de l’intestin : les
MICI.

Les symptomes des MICI sont trés proches de ceux de I’irradiation: douleurs
abdominales, diarrhées, perte de poids, fievre. Dans ces maladies, l'infiltrat inflammatoire de
la lamina propria intestinale est, en permanence, riche en neutrophiles et en macrophages
activés entrainant des altérations de la muqueuse (Hallgren et coll., 1989; Mahida et coll.,
1989), comme il I’a ét¢ démontré aussi dans le cas de I’irradiation. C’est pourquoi, 1’étude de
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ces pathologies inflammatoires peut apporter de nouvelles pistes dans la compréhension de la
physiopathologie des altérations radio-induites de la muqueuse intestinale. L’étiologie de ces
maladies n’est pas encore trés bien définie, mais a la fois une part génétique et une part
inflammatoire sont impliquées. L’activation inappropriée du systétme immunitaire de la
mugqueuse serait conduite par la présence de la flore intestinale normale chez des individus
génétiquement susceptibles (Bouma et Strober, 2003). De plus, comme il a été décrit
précédemment la capacité¢ anti-oxydante de la muqueuse exercerait €galement un role
important dans les atteintes structurales et fonctionnelles de la muqueuse intestinale.

La compréhension de ces pathologies a grandement été facilitée par la possession de
nombreux modéles expérimentaux. Deux principaux modeles inductibles des MICI existent
(Jurjus et coll., 2004). Le premier utilise le DSS (dextran sulfate sodium) comme agent
inducteur, il est donné dans la boisson et est plutét un modele d'inflammation colique
chronique (Okayasu et coll., 1990). Le deuxiéme utilise le TNBS (trinitrobenzene sulfoxyde)
qui est délivré localement de fagon intraluminal au niveau de I’intestin gréle ou du colon
(Neurath et coll., 2000). Ce modele est plutot caractéris€ par une réponse aigu€. Des
traitements par l’indométhacine ou I’acide acétique permettent également d’induire des
atteintes structurales et une inflammation de la muqueuse (Jurjus et coll., 2004). D’autres
modeles animaux développent également des pathologies similaires aux MICI : les souris
déficientes en IL10 (Kuhn et coll., 1993), les souris déficientes en TGF-f (Shull et coll.,
1992), les souris déficientes en T cell receptor—a (TCR-a) (Mombaerts et coll., 1993).

Ces différents modéles expérimentaux ont permis de rechercher et découvrir de
nouvelles pistes pharmacologiques. Des stratégies innovantes ont été mise en évidence,
notamment 1’utilisation d’une souche bactérienne sécrétant du NO (Lamine et coll., 2004). Un
autre probiotique a montré son efficacité, Escherichia Coli (Kruis et coll., 1997; Rembacken
et coll., 1999; Westendorf et coll., 2005). Les lactobacilles ont également démontré des
propriétés anti-inflammatoires (Pena et coll., 2005). Les bactéries modifiées apportent
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I’opportunité de délivrer localement des antigénes, il a ét¢é démontré que la souche
Escherichia coli NISSLE 1917 est un bon support pour libérer des protéines recombinantes au
niveau de la muqueuse intestinale (Westendorf et coll., 2005).

Chez les patients, les stéroides sont couramment utilisés pour leurs propriétés anti-
inflammatoires, mais un certain nombre de patients y restent insensibles. D’autres molécules
comme |’azathioprine, le methotrexate et la cyclosporine A sont utilisées et ont montré un
effet bénéfique en maintenant les rémissions (Caprilli et coll., 2004). Plus récemment, des
composés anti-TNF-o comme le thalidomide ou I’infliximab (anticorps anti-TNF) ont été
utilisés chez les patients (Caprilli et coll., 2004).

La compréhension de ces différentes maladies inflammatoires intestinales peut
permettre d’apporter de nouvelles pistes dans la compréhension des mécanismes radio-induits
d’atteinte de la muqueuse intestinale et également fournir de nouvelles pistes thérapeutiques

anti-inflammatoires et anti-oxydantes.

5. Traitements thérapeutiques de I|a muqueuse
intestinale aprés exposition aux rayonnements ionisants

Dans le domaine de I’irradiation accidentelle, les traitements, plutdt basés sur
I’inhibition des symptomes cliniques, sont des anti-émétiques, des antibiotiques et la
réhydratation. Jusqu’a présent, il y a peu d’outils thérapeutiques efficaces apres atteinte de la
mugqueuse intestinale. Dans le domaine de la radiothérapie, beaucoup plus de composés sont
efficaces car ils sont administrés avant les dommages (TGF-B3 ou KGF), seul 'IL11 est
bénéfique en poursuivant le traitement apres 1’irradiation.

Un premier principe thérapeutique est d’induire la prolifération des cellules souches
qui représentent le moteur de la régénération épithéliale. Différents facteurs de croissance ont

montré leur efficacité comme le Keratinocyte Growth Factor (KGF) (Khan et coll., 1997,
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Potten et coll., 2001), le FGF2/bFGF (Houchen et coll., 1999) et le FGF-4 (Takahama et coll.,
1999; Sasaki et coll., 2004).

Un deuxiéme principe est d’inhiber 1’apoptose radio-induite observée au niveau des
cryptes. Pour cela, un traitement post-irradiation par 1’ Insulin Growth Factor (IGF-1) a montré
une grande efficacité (Mylonas et coll., 2000) ainsi qu’un traitement par le LysoPhosphatidic
Acid (LPA) (Deng et coll., 2002). Les facteurs de croissance possédent souvent un rdle pro-
proliférant et anti-apoptotique. Un autre facteur de croissance a montré un role radio-
protecteur, il ne permet pas d’induire la prolifération épithéliale, mais en bloquant les cellules
souches en phase G1, il les rend plus radioresistantes (Potten ef coll., 1997).

Un troisieme principe est d’inhiber le stress oxydant radio-induit. Des thérapeutiques
anti-oxydantes ont ¢galement montré un effet bénéfique. Différentes molécules ou enzymes
ont été utilisées comme la MnSOD (Guo ef coll., 2003), la vitamine E (Empey et coll., 1992),
le sélénium (Mutlu-Turkoglu et coll., 2000), le beta-caroténe (Kurabe et coll., 2002).

Des traitements anti-inflammatoires ont également présenté une diminution des
dommages radio-induits. Un traitement par PGE2, médiateur endogene de la réaction
inflammatoire, inverse la baisse du nombre des cryptes régénérantes (Cohn et coll., 1997). Ce
traitement inhibe lui aussi I’apoptose radio-induite au niveau de 1’épithélium (Tessner et coll.,
2004). Un traitement inhibiteur de NF-kB, le CAPE, inhibe la réaction inflammatoire radio-
induite (Linard et coll., 2004).

Un traitement visant a diminuer I’ischémie tissulaire a également montré un effet
bénéfique apres irradiation. L’Hirudin, inhibiteur de la thrombine, minimise les effets néfastes

d’une exposition aux rayonnements ionisants (Wang et coll., 2004).

A I’heure actuelle, il n’existe pas de traitement du syndrome gastro-intestinal dans le
cas des irradiations accidentelles. De fortes contraintes existent quant a la limite des doses

utilisées en radiothérapie et le confort des patients en terme de diarrhées et de vomissements
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sont encore a améliorer. Ainsi 1’étude des dysfonctionnements intestinaux est importante en
terme d’applications thérapeutiques. Elle permet d’essayer de comprendre les mécanismes de
mise en place des désordres majeurs et d’envisager des stratégies thérapeutiques ciblées dans

les temps précoces.
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TRAVAIL EXPERIMENTAL

L’intestin gréle est particulierement sensible aux rayonnements ionisants en raison de
son fort taux de renouvellement cellulaire. Notre hypotheése de travail est basée sur le fait
qu’'une partie de ces effets est due a une atteinte intrinseque de la cellule épithéliale par
l'irradiation.

Le but de ce travail a été¢ de caractériser 1’atteinte de 1’épithélium. La premicre partie
de notre travail a ¢été réalisée avec le modéle cellulaire HT-29 qui posséde une partie des
caractéristiques des entérocytes de l'intestin gréle bien que cette lignée soit issue d’un
adénocarcinome du colon. Ce modéle nous a permis d'observer l'effet de 1'irradiation sur les
cellules épithéliales proliférantes ou différenciées, de caractériser les atteintes fonctionnelles
en termes d'apoptose, de différenciation, de prolifération, et de déterminer les facteurs
impliqués dans ces atteintes.

Les rayonnements ionisants exercent leur action délétére par une forte production
d’especes réactives de 1’oxygeéne qui a leur tour induisent un stress oxydant. La caractérisation
de la capacité anti-oxydante de la muqueuse a été également effectuée afin de connaitre son
role dans I’atteinte radio-induite de 1’épithélium intestinal. Aprés avoir caractérisé les effets
radio-induits sur les cellules épithéliales in vitro, une étude a ¢été réalisée chez la souris pour
mieux comprendre les mécanismes d'atteinte in vivo et leurs rapports avec la capacité anti-

oxydante de la muqueuse aprés irradiation.
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. PARTIE | - ETUDE DE L’HOMEOSTASIE DE L’EPITHELIUM
INTESTINAL APRES IRRADIATION.

Le but de ce travail est de caractériser le déséquilibre entre prolifération, apoptose et
différenciation observé sur I’épithélium de I’intestin gréle aprés une irradiation a forte dose,
et de rechercher les voies intracellulaires impliquées dans ce déséquilibre. L’¢étude de ces
mécanismes induits apres irradiation nous permettra de déterminer s’il serait bénéfique de
stimuler la prolifération et / ou la différenciation ou d’inhiber I’apoptose afin d’accélérer la
reconstitution de 1’épithélium apres irradiation.

Dans un modéle in vitro de différenciation des cellules HT-29, nous avons caractérisé la
capacité des cellules irradiées a entrer en apoptose, a proliférer et a se différencier. Nous
avons recherché a définir les mécanismes intracellulaires de 1’apoptose et les modulations

transcriptionnelles majeures mis en oeuvre lors de I’irradiation dans ce modele in vitro.

Choix du modéle cellulaire

Nous avons choisi la lignée HT-29 car elle possede une grande partie des
caractéristiques fonctionnelles et structurales de cellules épithéliales différenciées. De plus,
ces cellules présentent un phénotype non différencié dans des conditions normales (caractére
des cellules proliférantes de la base des cryptes) et présentent un phénotype différencié
«enterocyte-like» en réponse a différents inducteurs comme le butyrate (caracteére des cellules
des villosités : expression des enzymes de transport des sucres, microvillosités a la membrane
apicale) (Zweibaum ef coll., 1991; Velcich et coll., 1995).

Le Butyrate est utilisé comme inducteur de différenciation sur notre modele cellulaire. Il
induit ’expression des enzymes associées aux entérocytes différenciés comme la saccharase
et I’alcaline phosphatase (Velcich et coll., 1995). 1l induit également des changements

morphologiques des cellules proliférantes de I’épithélium de I’intestin tels que la formation
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d’une monocouche et de jonctions serrées (Zweibaum et coll., 1991). Nos résultats
préliminaires ont démontrés que le butyrate induisait la formation d’une monocouche
cellulaire (figure 28) et d’un réseau d’occludine révélant la constitution de jonctions serrées
(figure 29). Un réseau similaire des jonctions serrées a €té¢ observé aprés immunomarquage de

la protéine ZO-1 (données personnelles).

B-Caténine (M) / Noyau (') Cytokératines (M) / Noyau (1)

L BRI R TtV R s S S T RPN g Y

Non traitées Non traitées

P R e

5mM Butyrate J3 5mM Butyrate J3

L

-

Figure 28: Induction d’une monocouche cellulaire par un traitement butyrate.
Marquages immunocytologiques en fluorescence a gauche de la B-caténine et a droite des
cytokeratines. Ces deux marquages révelent 1’arrét de la prolifération cellulaire.

0 mM

Figure 29 : Induction d’un réseau de jonctions serrées par un traitement butyrate.
Marquage immunocytologique de I’occludine. Le réseau des jonctions serrées s’étend en
présence d’un traitement prolongé par le butyrate.
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Un autre modele cellulaire, les cellules Caco-2, présente aussi une différenciation
« entérocyte-like ». L’irradiation des cellules Caco-2 n’a pas entrainé d’induction de
I’apoptose radio-induite contrairement aux cellules HT-29 (données personnelles, Lebrun F.),
ainsi ce modele cellulaire n’a pas été conservé pour 1’étude des critéres prolifération, apoptose
et différenciation. Le modéele HT-29 présente un caractére moins différencié¢ que la lignée
Caco-2 (Zweibaum et coll., 1991), mais ces caractéristiques plus proches de celles des

cellules des cryptes lui confére donc une radio-sensibilité plus importante.
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A. ARTICLE | : Maintenance of differentiation capacity of HT-29
cells after radiation exposure. accepté dans IJRB le 4-02-05

« Maintien de la capacité de différenciation des cellules HT-29 apres exposition aux
rayonnements ionisants »

1. Objectif de I'approche

Le but de ce travail est de déterminer sur un mod¢le cellulaire d’épithélium intestinal si
les cellules de type progéniteur sont toujours capables de se différencier apres exposition aux

rayonnements ionisants.

2. Méthodologie

Cette étude a été réalisée en utilisant différentes approches expérimentales : mesure de
la progression dans le cycle cellulaire par incorporation de I’iodure de propidium et analyse
en cytométrie en flux, mesure de la croissance cellulaire par comptage cellulaire et analyse
des différents caractéres d’un épithélium intestinal différencié. L’étude de la différenciation a
été réalisée d’un point de vue phénotypique (mesure d’activité enzymatique, formation des
jonctions serrées) et génomique (expression des ARNm par la technique de macro-array et
RT-PCR en temps réel). Les cellules ont été irradiées a 5 et 10 Gy, une étude dans le temps a

¢été entreprise (jusqu’a 14 jours apres irradiation).

3. Résultats

Le traitement continu par le butyrate sur des cellules non irradiées induit la sortie du
cycle des cellules non irradiées. Apres irradiation, le butyrate a le méme effet sur le cycle
cellulaire. Cependant, une proportion plus importante des cellules reste proliférantes. Ainsi
apres irradiation, les cellules préservent leur capacité a sortir du cycle et a s’orienter vers la

voie de la différenciation malgré I’arrét des cellules en phase G2/M apres irradiation.
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Pour déterminer si les cellules irradiées sont capables de se différencier, nous avons
mesuré 1’activité ALP. Le traitement avec le butyrate chez les témoins permet une induction
de I’activité ALP. Apres irradiation 1’activité ALP est toujours induite par le traitement et est
maintenue dans le temps. Un autre critére de différenciation, le marquage de I’occludine, nous
montre que les cellules irradiées ont toujours la capacité d’induire la formation des jonctions
serrées apreés un traitement de 12 jours au butyrate. D’un point de vue génotypique,
I’évolution du profil d’expression génique lors de la différenciation est peu altérée apres
irradiation, seule 1’expression de quelques geénes est modifiée (ATF-4, facteur de
transcription, et plusieurs geénes contrdlant le cycle cellulaire). Ces résultats sont en accord
avec le phénotype observé par I’analyse du cycle cellulaire. La modulation de 1’expression
des intégrines lors de la différenciation n’est pas altérée apres irradiation (intégrines (4,
intégrines a3 et a7), celle des facteurs de croissance et de leurs récepteurs reste également
inchangé. De plus, I’expression des génes impliqués dans 1’arrét des cellules en phase G1/G0O

permettant la sortie du cycle cellulaire n’est pas modulée (p21 V1P,

4. Conclusion

Apres exposition aux rayonnements ionisants a forte dose, il a été démontré qu'une seule
cellule souche semble suffisante pour reconstituer l'unité crypte-villosité (Potten, 1990).
Cependant, ces observations sont basées uniquement sur des analyses histologiques et n’ont
pas mis en évidence un épithélium différencié fonctionnel. Cette étude démontre en utilisant
un modele simple qu’apres exposition aux rayonnements, des cellules proliférantes, analogues
aux cellules souches des cryptes sont toujours capables de se différencier en cellules
fonctionnelles viables. Ainsi elles pourraient reconstituer un épithélium fonctionnel.

L’étude du cycle cellulaire nous a permis d’observer ’arrét des cellules en phase G2/M
et ’augmentation du volume cellulaire aprés irradiation, mécanismes couramment décris

aprés irradiation (Favaudon, 2000). L’arrét dans le cycle et les altérations morphologiques
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observés ne sont donc pas répresseurs de la sortie du cycle des cellules afin d’entrer en
différenciation. Ces deux mécanismes de ce fait n’empéchent pas la différenciation
entérocytaire. L arrét transitoire dans le cycle cellulaire des cellules des cryptes est également
observé in vivo (Merritt et coll., 1997), ainsi notre modé¢le est représentatif des phénoménes
radio-induits observés dans la muqueuse intestinale.

Une des limites de notre modele cellulaire est son origine cancéreuse. Ainsi les
transformations qu’il a subit entrainent une adaptation vis a vis de I’irradiation en terme
d’apoptose et de prolifération. Cependant, les similarités dans la réponse des cellules HT-29 et
des cellules proliférantes des cryptes nous permettent de mieux comprendre les mécanismes
radio-induits au niveau de 1’épithélium intestinal. Afin de valider le maintien de la capacité de
différenciation apres irradiation, une approche in vivo, plus représentative, pourrait étre

envisagée.
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B. Recherche des voies de signalisation intracellulaires
modulées apreés irradiation a I’aide de notre modéle cellulaire.

Etude préliminaire : Modulation du transcriptome.

1. Objectif de I'approche

Cette ¢tude a pour but de rechercher les éléments modulés dans les cellules HT-29
apres irradiation lors du phénoméne d’apoptose radio-induite. Cette étude a été réalisée en
paralléle avec 1’étude de la capacité de différenciation apres irradiation (cf Article I) et ces
données sont des résultats complémentaires issus de la méme expérience de macro-array. Les
macro-array représentent une approche globale sans a priori qui permettront d’orienter

I’approche scientifique.

2. Méthodologie

L’étude du transcriptome est réalisée a I’aide de la technique de macro-array (BD
AtlasTM Human 1.2 Array (Cat. #7850-1)). L utilisation de cette technique permet une étude
de large spectre sans a priori. La membrane de macro-array regroupe 1176 génes. Les cellules
HT-29 sont irradiées ou non a la dose de 10 Gy, puis la modulation des ARNm est observée 4
jours apres I’irradiation au moment du pic d’apoptose radio-induite. Les génes considérés sont
modulés d’au moins un facteur deux par rapport au témoin non irradié, ces génes ont été
répertoriés et classés suivant leur fonction cellulaire. Pour valider cette étude, des analyses du
cycle cellulaire et de la capacité anti-oxydante ont été réalisées. La capacité anti-oxydante est
réalisée par des mesures d’activités enzymatiques a partir de broyats cellulaires par méthodes

spectrophotométriques.
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3. Résultats et discussion

a) Analyse des Macro-array

L’¢étude de l’effet de I’irradiation sur les cellules HT-29 proliférantes montre que ce
stimulus est capable de moduler la transcription de 16 % des génes de la membrane ATLAS
1.2. Parmi ces génes modulés 51.5% voient leur expression réprimée et 48.5% voient leur

expression induite.

Fonction Génes augmentés | Génes diminués
Prolifération cellulaire 42,5 % 48,2 %
Réparation/dégradation 28,5 % 8%
Défense anti-oxydante 9,5 % 0%
Apoptose 4,5 % 8%
Adhésion 9,5 % 11 %
Autres 9,5% 23 %

Tableau 8 : Répartition sous forme de pourcentages des génes modulés en fonction de
leur roéle cellulaire (environ 200 génes étudi€s).

En réponse aux rayonnements ionisants, 29% des genes induits ont un rdle dans la
réparation ou la dégradation des constituants cellulaires. Les geénes induits ont un role dans la
réparation de ’ADN (Geéne Ku, induction d’un facteur 5), mais aussi dans la dégradation
protéique (le géne proteasome Sup50 est induit d’un facteur 2.2). De nombreux genes
subissent €¢galement une répression de leur activité transcriptionelle (perte d’expression du
gene transcription elongation SII , inhibition de 55% de activator of RNA decay -ARD-1).

Quatre jours apres irradiation, une baisse de 1I’expression de 8% des genes ayant un rdle
dans 1’apoptose est observée alors que d’un point vu phénotypique ce phénomene cellulaire
est observé. Par exemple, le précurseur de la caspase 9 est inhibé de 54%. Toutefois une des
cibles de la voie de signalisation stimulée par I’IFN-y est induite. Le facteur de transcription
activé sous I’influence des IFN a et vy, [’Interferon-Stimulated Transcription Factor 3 (ISGF3)

est induit d’un facteur 2.9 apres irradiation. L’IFN-y est un facteur pro-apoptotique. Il a été
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démontré par plusieurs équipes que IFN-y sensibilise les cellules HT-29 a I’apoptose (Ossina
et coll., 1997; Abreu-Martin et coll., 1999). Cette augmentation transcriptionnelle d’ISGF3
pourrait révéler une action autocrine des cellules HT-29 contribuant a I’amplification de la
réponse apoptotique apres irradiation .

Les rayonnements ionisants modulent une fonction épithéliale importante, 1’adhésion
cellulaire. Le géne TIAMI est inhibé de 55%. Il exerce un rdle important dans la
dissémination métastatique. Le geéne a-caténine est inhibé de 50%, 1’a-caténine est associée
aux E-cadhérines et participe a la formation des jonctions cellulaires. Le géne de la thymosine
B4 est induit d’un facteur 2.3, il régule la polymérisation de 1’actine et est impliqué dans la
migration cellulaire. Au niveau de I’épithélium intestinal un mécanisme d’apoptose spécifique
est observé: I’anoikis. Ce phénomene est caractérisé par le détachement des cellules
¢épithéliales de la lame basale conduisant a I’initiation de 1’apoptose (Frisch et Ruoslahti,
1997; Dufour et coll., 2004; Fouquet ef coll., 2004). Cette perte d’expression de certains genes
de I’adhésion cellulaire pourrait révéler une induction spécifique de cette forme de mort
cellulaire apres irradiation. 11 serait donc intéressant de déterminer si in vivo, le taux d’anoikis
est augmenté a 1’apex des villosités et si 1’anoikis est toujours restreint a cette seule partie de
la villosité. Toutefois ces modulations ne montrent pas de phénomenes majeurs de perte
d’adhésion ou au contraire de gain, car le pourcentage d’inhibition ou d’induction est le méme
(11% vs 9,5%).

L’irradiation induit majoritairement des modifications au niveau de la prolifération
cellulaire qui sont consécutives a des modifications d’activité et d’expression des cyclin
dependent kinase (CDK) et des cyclines. Dans notre modele cellulaire, un arrét en phase
G2/M a été observé (figure 30). L’étude de la phase G2/M montre un effet dose dépendance
apres 5 Gy, 10 Gy et 20 Gy. Apres une dose d’irradiation de 10 Gy, I’étude des genes

controlant la transition G2/M montre que les 3 acteurs principaux de cette transition sont
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inhibés (CDKI est inhibé de 55% ; CDC25C est inhibé de 71% et I’expression de la cycline A
est perdue totalement). Ces répressions transcriptionnelles induisent ’arrét des cellules en
phase G2 observé apres irradiation et empéchent donc le passage en phase de mitose.
Cependant, I’inhibition de I’entrée en mitose n’est pas totale car une partie des cellules
posséde un noyau tétraploide révélant une mitose abortive (figure 31). Ce phénomeéne est

associé au phénomene de catastrophe mitotique et peut induire 1’apoptose (Castedo et coll.,

2004a).
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Figure 30 : Arrét radio-induit des cellules en phase G2/M. A- Pourcentage de cellules en
phase G2/M du cycle cellulaire (marquage a 1’iodure de propidium, analyse en cytométrie en
flux). B- Régulation du point de transition G2/M par le complexe CycA/CDKI1 et CDC25C.
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Figure 31: Tétraploidie des cellules aprés irradiation. Le marquage IP permet de
visualiser la ploidie des cellules.

Il est intéressant de noter que de nombreux génes modulés ont un réle dans la voie de

transduction activée par le TGF-B. De nombreux genes impliqués dans les voies de

89



Travail expérimental, Etude de I’homéostasie de 1’épithélium intestinal

signalisation induites par le TGF-B sont inhibés (ski oncogen, inhibition de 52%; kinase
suppressor of ras-1 (KSR1), inhibition de 73%; helix-loop-helix protein HLH 1R21,
inhibition de 83%). Il serait intéressant de rechercher si I’inhibition de la transcription de ces
genes conduit a une baisse de sensibilité des cellules épithéliales au TGF-3 apres irradiation.
Car ce facteur de croissance est impliqué au niveau épithélial dans de nombreuses fonctions
dont I’induction de la différenciation entérocytaire et de la fibrose (Richter et coll., 1997; Ng
et coll., 2002).

Il est également intéressant de noter que lors du phénomeéne d’apoptose 10% des génes
induits ont un réle dans les mécanismes de défense anti-oxydante (glutathion réductase,
induction 2.36; glutathion synthase, induction d’un facteur 2.52), une étude plus approfondie
montre que d’autres ¢léments de ce systeme sont également modulés mais dans une moindre
mesure (GPX-1, induction d’un facteur 1.18; GPX-2, induction d’un facteur 1.23; SODI,

induction d’un facteur 1.49).

b) Analyse de I’activité des enzymes anti-oxydantes

Nous avons donc étudié la capacité anti-oxydante des cellules. Ces résultats nous ont
montré que seule I’activité de la SOD était induite (figure 32). L’activité GPX n’est pas
induite malgré les inductions des ARNm de la GPX-1 et GPX-2. L’augmentation de I’activité
de la SOD n’est donc pas contre-balancée par une augmentation des activités de la CAT ou
des GPXs. Ce déséquilibre dans les mécanismes de défense anti-oxydante pourrait étre en
partie a 1’origine du phénomeéne d’apoptose observé, puisque les ERO ont un réle dans les

voies intracellulaires d’induction de 1’apoptose (Fleury et coll., 2002).
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Figure 32 : Activité des enzymes anti-oxydantes des cellules HT-29, 4 jours apres une
irradiation de 10 Gy.

4. Conclusion

L’utilisation de la technique de macro-array dans [’analyse de la réponse aux
rayonnements ionisants nous a permis de mettre en évidence un certain nombre de processus
moléculaires mis en place par les cellules HT-29 apres irradiation. Cette analyse a pour but de
déterminer les cibles majeures des rayonnements et ainsi d’orienter la suite des travaux de
cette thése. Il est clair que la réponse moléculaire des cellules a I’irradiation dépend de
multiples facteurs. Cependant la compilation de 1’ensemble des résultats obtenus nous permet
d’observer les grandes fonctions altérées sur notre modele cellulaire.

Ces résultats nous ont montré une modulation importante des régulations associées a la
prolifération cellulaire. Ces résultats nous ont surtout permis d’observer des modulations
importantes des ¢léments du systeme de défense anti-oxydante au niveau de ce modele de
cellules épithéliales intestinales. Ainsi la capacité anti-oxydante des cellules épithéliales
pourrait moduler la réponse des cellules et donc la survie face a I’irradiation.

Ces résultats indiquent qu’une partie des effets pro-apoptotiques de I’irradiation sur
notre modele pourrait étre induit par le biais de facteurs autocrines sécrétés par la cellule

¢épithéliale elle-méme. Ainsi ces facteurs IFN-y et TGF-f pourraient étre des candidats dans
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I’é¢tude de la phase d’induction des dommages structuraux et fonctionnels de la muqueuse
apres irradiation.

Nos résultats suggerent une baisse de la sensibilité¢ des cellules HT-29 au TGF-f3, ce
phénomene a déja été observé in vivo apres irradiation (Potten et coll., 1997). Ce facteur de
croissance a été¢ décrit comme inducteur de différenciation dans un autre modéle cellulaire
d’épithélium intestinal, T-84 (Halttunen et coll., 1996). Comme nous 1’avons montré
précédemment, les cellules HT-29 conservent leur capacité de différenciation en réponse au
butyrate aprés irradiation, mais peut-&tre que leur capacité de réponse vis a vis d’autres
inducteurs de différenciation est modifiée. Le TGF-f est sécrété par les myofibroblastes sub-
épithéliaux, ainsi cette inhibition de la voie de transduction du signal en réponse au TGF-3
pourrait révéler une incapacité de réponse aux signaux de différenciation du mésenchyme.
Aux vues de ces résultats et de ceux précédemment décris sur la capacité de différenciation de
notre modele cellulaire, 1’induction de la différenciation par le butyrate pourrait étre
indépendante de cette voie. A nouveau, la question des altérations radio-induites du dialogue

épithélium-mésenchyme lors du processus de différenciation se pose.
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C. Recherche des différentes voies de [I'apoptose tardive
radio-induite sur le modéle cellulaire HT-29
Article en cours de rédaction pour soumission a Scandinavian Journal of Gastroenterology

1. Objectif de I'approche

Les données in vivo décrivent une apoptose précoce p53-dépendante, et une apoptose
tardive p53-indépendante par le biais de I’arrét en phase G2/M du cycle cellulaire (Merritt et
coll., 1997). Le phénomeéne d’apoptose précoce est bien décrit in vivo, contrairement au
processus plus tardif 24h apres irradiation. Au niveau des cryptes de I’intestin gréle, il a été
montré chez les souris p53” que la survie des cellules souches n’est pas améliorée aprés
irradiation. Le profil d’expression de p53 induit aprés irradiation est corrélé a la position des
cellules en apoptose (Wilson et coll., 1998). Ainsi, méme si p53 induit une apoptose précoce,
son absence ne protége pas de I’atteinte par I’irradiation. Le modéle HT-29 est muté pour le
geéne p53, censeur de Dl'intégrité du génome. Cette mutation nous permet de modéliser
I’apoptose radio-induite indépendamment de 1’atteinte de I’ADN.

La mitochondrie, source d’énergie de la cellule Eucaryote, est un des ¢éléments clefs de
I’induction de I’apoptose. La majorité¢ des voies de I’apoptose induit la transition du potentiel
de membrane mitochondriale (Aem) (Marchetti et coll., 1996; Green et Reed, 1998).
Différents inducteurs en amont de la mitochondrie sont décrits, comme la déplétion en
glutathion de la cellule, la production de céramides, 1’activation des caspases inductrices par
différents récepteurs (Fas, TNF). Le but de ce travail est de déterminer la ou les voies
prépondérantes dans I’induction de 1’apoptose radio-induite dans notre modéle de cellules
¢épithéliales intestinales et de rechercher si la mitochondrie occupe un rdle central dans le

phénoméne d’apoptose tardive.
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Figure 33: Etude de plusieurs voies d’induction de I’apoptose radio-induite sur le
modele HT-29. Les traitements pharmacologiques sont indiqués en bleu, les modifications
cellulaires observées sont indiquées en rouge et les marquages fluorescents associés sont
entourés en rouge.

2. Méthodologie

Nous avons choisi d’étudier la baisse du Apm et la condensation de la chromatine suite
a I’action de différents inhibiteurs pharmacologiques des voies de I’apoptose. Nous observons
I’apoptose tardive p53-indépendante 4 jours apres irradiation. Afin d’étudier le réle du Apm,
nous avons utilisé la cyclosporine A (CsA) (Bratton et Cohen, 2001; Ferrand-Drake et coll.,
2003). Cette molécule est capable d’inhiber les mégapores de la mitochondrie et ainsi la
baisse du Apm. Le Z-VAD-fmk est utilis¢ comme inhibiteur de spectre large des caspases ; la

fumomisine B1 (FB1) comme inhibiteur de la synthése de novo de la céramide (Merrill et
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coll., 2001); I’'imipramine comme inhibiteur de la céramide synthase acide (ou acide
sphingomyelinase aSMase) (Lacour ef coll., 2004) et le N-acétyl cystéine (NAC) comme anti-
oxydant (inducteur le GSH). L’étude du potentiel de membrane mitochondriale sera réalisée a
I’aide du DIOCgs, sonde fluorescente dont I’émission de fluorescence augmente avec la baisse
du potentiel de membrane de la mitochondrie (Marchetti e coll., 1996). La condensation de la
chromatine sera étudiée a 1’aide de I’acridine orange (AO), intercalant de I’ADN, dont
I’émission de fluorescence baisse avec la condensation de la chromatine (Lecoeur et
Gougeon, 1996). Ce marqueur sera donc représentatif de la phase précoce de 1’apoptose
décrite comme la condensation de I’ADN. La fluorescence de ces deux fluorochromes sera

analysée par cytométrie en flux sur cellules remises en suspension.

3. Résultats

a) Traitement cyclosporine A (CsA): inhibition de la
transition du potentiel de membrane mitochondriale

Un premier traitement a ¢été réalisé a I’aide de CsA (figure 34). Le traitement CsA
permet une inhibition partielle de la baisse du Apm (38%) observée apres irradiation.
L’inhibition du Apm entraine également la baisse de la condensation de la chromatine (43%).
Ces résultats montrent que la formation des mégapores de la mitochondrie est partiellement
impliquée dans la transition du Agpm et de 1’apoptose radio-induite des cellules HT-29. 11 est
intéressant de noter que le pourcentage d’inhibition du Apm est le méme que celui de la
condensation de la chromatine (38% vs 43%, respectivement), montrant ainsi le lien direct
entre I’induction d’une partie de 1’apoptose radio-induite par le biais de 1’ouverture des

mégapores mitochondriaux.
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Figure 34 : Inhibition de la transition du potentiel de membrane mitochondriale par la
cyclosporine A (5uM). A- Pourcentage de cellules avec un potentiel de membrane
mitochondriale faible révélé par un marquage DIOCqs. B— Pourcentage de cellules dont la
chromatine est condensée révélé par un marquage AO. n = 6, p<0.05. = 0 Gy, m 10 Gy.

b) Traitement Z-VAD-fmk : inhibition des caspases

Un deuxieéme traitement a ¢été réalis¢ a I’aide du Z-VAD-fmk (figure 35). Cette
molécule inhibitrice des caspases, limite partiellement la baisse du Agm et la condensation de
la chromatine apres une irradiation de 10 Gy. Cette inhibition est significative mais non totale,
montrant qu’une partie de I’apoptose radio-induite est indépendante des caspases. L’action
potentielle du Z-VAD-fmk en amont de la mitochondrie montre qu’une partie de I’apoptose
radio-induite fait intervenir des caspases initiatrices. Le pourcentage d’inhibition observé sur
le Apm (40%) est inférieur a celui de la condensation de la chromatine (54%), ainsi une partie
de I’action du Z-VAD-fimk est indépendante des mitochondries. Ces résultats suggerent que

certaines caspases pourraient exercer leur role délétere sans passer par la mitochondrie.
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Figure 35 : Inhibition des caspases par le Z-VAD-fmk (50uM). A— Pourcentage de cellules
avec un potentiel de membrane mitochondriale faible révélé par un marquage DIOCs. B—
Pourcentage de cellules dont la chromatine est condensée révélé par un marquage AO. n = 6,
p<0.05. = 0 Gy, m 10 Gy.

¢) Traitement imipramine : inhibition de la céramide
synthase

L’¢tude de I'implication des céramides dans I’apoptose radio-induite a été réalisée a
I’aide d’inhibiteur des 2 voies de syntheése des céramides cellulaires, (i) la voie de novo par
I’utilisation de FBI1 et (ii) la voie de la céramide synthase par 1’utilisation de 1I’imipramine.
L’utilisation de FB1 n’a pas montré d’effet sur le Agm ainsi que sur la condensation de la
chromatine (résultats non décris). En revanche, le traitement imipramine inhibe la baisse du
Apm ainsi que la condensation de la chromatine (figure 36). Il est intéressant de noter que le
pourcentage d’inhibition du Agm est le méme que celui de 1’apoptose précoce (24 vs 25 %).
Ainsi les céramides formées au niveau de la membrane plasmique exercent leur rdle pro-

apoptotique par le seul biais de I’atteinte mitochondriale.
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Figure 36 : Inhibition de la voie aSMase/Céramide par l’imipramine (SpM). A—
Pourcentage de cellules avec un potentiel de membrane mitochondriale faible révélé par un
marquage DIOCq. B— Pourcentage de cellules dont la chromatine est condensée révélé par un
marquage AO. n= 6, p<0.05. = 0 Gy, m 10 Gy.

d) Traitement anti-oxydant : augmentation du pool de
GSH cellulaire

Dans un dernier temps, un traitement NAC a été effectué, cette molécule inhibe tres
faiblement la baisse du Apm (11.5%) alors que la condensation de la chromatine est inhibée
de fagon plus importante (32%) (figure 37). Ainsi ces résultats pourraient suggérer qu’une
partie de I’action protectrice vis a vis de D’apoptose est indépendante de la voie
mitochondriale, ou alors que les ERO produits et chelatés par le NAC se trouvent en aval de
la mitochondrie. L’atteinte mitochondriale radio-induite entrainerait la production secondaire
des ERO, mécanisme déja décrit par Leach et coll (Leach et coll., 2001). Il est maintenant

admis que les ERO agissent comme médiateurs dans les voies de signalisation de 1’apoptose

(Fleury et coll., 2002).
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Figure 37 : Stratégie anti-oxydante par action du NAC (10mM ). A— Pourcentage de
cellules avec un potentiel de membrane mitochondriale faible révélé par un marquage DIOCs.

B— Pourcentage de cellules dont la chromatine est condensée révélé par un marquage AO. n =
6, p<0.05. = 0 Gy, m 10 Gy.

4. Discussion

Ce travail a permis de réaliser une étude de 1’apoptose radio-induite p53-indépendante
des cellules épithéliales. Le rdle central de la mitochondrie a été ¢étudi¢ a 1’aide de
modulations pharmacologiques en aval et en amont de cette derniére. Comme il est décrit
dans la littérature les mitochondries sont les acteurs majeurs de I’apoptose (Green et Reed,
1998). Cependant dans le cas de I’apoptose radio-induite, les atteintes mitochondriales ne sont
pas les seules voies d’induction de I’apoptose dans les cellules épithéliales intestinales.
Comme nous I’avons observé le traitement CsA induit une inhibition partielle du Apm. Il est
décrit que la transition du Apm est aussi régulée par les protéines de la famille Bcl-2 (Green et
Reed, 1998; Zamzami et Kroemer, 2003). Ainsi ’atteinte membranaire de la mitochondrie
dans le cas de I’irradiation n’est pas seulement due a 1’ouverture des mégapores mais pourrait
aussi €tre due a la formation de canaux Bak permettant également le passage des facteurs pro-

apoptotiques comme le cytochrome C.
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Le role des caspases est largement décrit dans les mécanismes de 1’apoptose (Graczyk,
2002). Dans nos conditions expérimentales, cette voie est majoritaire dans 1’induction de
I’apoptose radio-induite. Néanmoins 1’utilisation du Z-VAD-fmk, dont I’action inhibitrice est
pleiotrope, ne nous permet pas de connaitre précisément les caspases impliquées. Ainsi
’utilisation d’inhibiteurs plus spécifiques, comme le VDVAD-x ou le IETD-x, pourrait
préciser si les caspases 2 ou 8 ont un réle en amont de la mitochondrie.

Ces résultats nous ont permis de déterminer que I’implication des céramides dans
I’apoptose radio-induite des cellules HT-29 n’est pas majoritaire, contrairement aux cellules
endothéliales (Kolesnick et Fuks, 2003). L implication de cette voie d’induction de 1’apoptose
a déja été décrite sur les cellules HT-29 aprés action du TNF/TNFR (Colell et coll., 2002).
Ainsi 'implication des céramides pourrait étre due a I’activation de la voie pro-apoptotique
TNF/TNFR. Un argument supplémentaire appuyant cette hypothése est la mise en évidence
de caspases inductrices par [’utilisation du Z-VAD-fmk. Nous avons décrit un rdle des
caspases en amont de la mitochondrie, la voie pro-apoptotique du TNF implique la caspase 8.
Une autre voie pro-apoptotique impliquant un récepteur de mort pourrait &tre engagée, la voie
FAS/FAS ligand qui elle aussi utilise la caspase 8 comme initiateur de 1‘apoptose (Konopleva
et coll., 1999). La cellule épithéliale elle-méme pourrait sécréter des facteurs autocrines
inducteurs de D’apoptose. Par ailleurs, aprés rayonnements UV, il a été démontré une
activation directeur de FAS indépendamment de la fixation du ligand FASL (Aragane ef coll.,
1998). La voie pro-apoptotique des récepteurs de mort active la caspase 3 de fagon directe et
peut utiliser la mitochondrie pour amplifier son signal. A nouveau I’induction des récepteurs
de mort est une hypothése intéressante qui expliquerait la présence d’une apoptose
indépendante de la mitochondrie dans notre modéle expérimental. Cette théorie de
I’implication des récepteurs de mort dans la réponse apoptotique de la cellule HT-29 apres
irradiation révelerait la présence d’une amplification de la réponse apoptotique vis a vis de
I’irradiation.
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Le NAC utilis¢ comme anti-oxydant a montré un rdle anti-apoptotique, mais cette
stratégie anti-oxydante n’a pas permis d’inhiber de facon importante I’apoptose radio-induite.
Comme le NAC exerce une action plus importante sur la condensation de I’ADN que sur
I’atteinte mitochondriale, ces résultats suggerent que 1’effet bénéfique du NAC peut étre du a
la déplétion des ERO radio-induits et aussi aux ERO relargués secondairement par ’altération
mitochondriale. Les ERO sont maintenant largement décrits comme médiateurs des voies de
signalisation intracellulaire de I’apoptose (Fleury et coll., 2002). Le TNFa utilise les ERO
dans sa voie de transduction du signal pro-apoptotique. Le role des ERO dans ce mécanisme
d’apoptose se situe en aval de la mitochondrie (Sidoti-de Fraisse et coll., 1998). Cependant un
role des ERO a été également décrit en amont de la mitochondrie dans les cas de ’apoptose
induite par FAS (Bach ef coll., 2000). Ainsi, la place des ERO dans le cas de I’apoptose radio-
induite sur 1’épithélium intestinal semble importante et présente a différents niveaux du
processus apoptotique.

D’autres voies de signalisation cellulaire, comme la voie PI3K ou p38 MAPK, seraient
impliquées dans 1’apoptose des cellules épithéliales (Kim et coll., 2001; Harnois et coll.,
2004), mais leur réle dans 1’apoptose radio-induite n’a pas encore été¢ démontré.

Il n’est pas clairement défini si le mécanisme de catastrophe mitotique peut €tre assimilé
a de I’apoptose ou si c’est une mort cellulaire conséquentielle non régulée (Castedo et coll.,
2004a). Les étapes observées ici, comme la transition du potentiel de membrane
mitochondriale et la condensation de la chromatine sont décrites comme spécifiques de
I’apoptose, mais aucune d’elles n’a pu étre inhibée totalement. Castedo et coll ont démontré
que de la tétraploidie des cellules induite par une division asymétrique lors de la mitose induit
un phénomene d’apoptose (Castedo et coll., 2004b). En effet, un traitement par la caféine ou
la staurosporine abroge I’arrét en G2 post irradiation et induit I’apoptose en G2/M (Bernhard
et coll., 1994; Bernhard et coll., 1996). A I’inverse une majoration du blocage en G2 diminue

le taux d’apoptose radio-induite (Palayoor ef coll., 1995).
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Ces différents traitements montrent que plusieurs cibles cellulaires sont capables
d’initier le processus d’apoptose radio-induite au niveau de notre modele de cellules
épithéliales intestinales. Ces acteurs sont les caspases, a la fois initiatrices et effectrices, la
mitochondrie, les céramides et les ERO (figure 38). L’implication d’un nombre important de
cibles cellulaires est liée aux caractéristiques propres des rayonnements ionisants. Leur dépot
d’énergie au niveau de la cellule est aléatoire et ainsi ils peuvent potentiellement activer

différents senseurs de 1’apoptose.

Imipramine 7Z-VA AT
S céramides a
caspases

Transition du potentiel de
membrane mitochondriale

Y

Condensation de la chromatine

Figure 38 : Schéma des voies pro-apoptotiques induites par les rayonnements ionisants
sur notre modele cellulaire HT-29.

Ces résultats ont montré le role central de la mitochondrie dans ’apoptose radio-
induite. Elle représente 'intégrateur et I’initiateur de I’apoptose des cellules épithéliales
intestinales. Cependant, ces résultats ne nous permettent pas d’établir un schéma coordonné
des différentes étapes de 1’induction de I’apoptose car les différents acteurs semblent agir a la
fois en amont et en aval de la mitochondrie, et également de facon indépendante de cette
dernicre. L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques combinés permettrait de déterminer si
les voies pro-apoptotiques décrites ici sont additives ou si elles constituent les différentes

étapes d’une méme signalisation. L’étude du role du TNFa ou de I'INFy nous permettrait de
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déterminer si les ERO et les caspases dont le mode d’action n’est pas seulement

mitochondrial sont les effecteurs de cette voie.
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D. Discussion partie |

Les trois processus qui contrdlent 1’homéostasie de 1’épithélium intestinal,
prolifération, apoptose et différenciation, sont soumis a des régulations multifactorielles.
L’exposition aux rayonnements ionisants des cellules épithéliales peut moduler chacun
d’entre eux en raison de ses actions pléiotropiques.

Nous avons fait le choix d’étudier la réponse propre des cellules épithéliales
intestinales aux rayonnements ionisants avant d’aborder I’action de son micro-environnement.
Nous avons observé que les cellules HT-29 conservaient leur capacité de différenciation
entérocytaire. Le nombre important de critéres de différenciation observés in vitro ainsi qu’a
I’in vivo, nous laisse supposer que 1’épithélium intestinal conserve aussi cette capacité. Bien
sir, ['utilisation d’un modéle simple ne permet pas d’appréhender la réponse globale de la
muqueuse et plus particuliecrement le role du micro-environnement épithélial dans les
processus de différenciation (Kaestner et coll., 1997; Perreault et coll., 1998; Fritsch et coll.,
2002; Madison et coll., 2005). Des études au sein de notre laboratoire ont démontré une
atteinte radio-induite des myofibroblastes sub-épithéliaux entrainant une altération du
transport des électrolytes des colonocytes (Thiagarajah et coll., 2002). Aucune étude n’a
encore recherché a démontrer que I’atteinte radio-induite des myofibroblastes entrainait une
altération de la différenciation entérocytaire. Le role des myofibroblastes dans I’induction et
le maintien de la différenciation pourrait étre étudié apres irradiation dans un modele de
coculture avec les cellules HT-29. Ce modele expérimental a déja démontré un rdle inducteur
des myofibroblastes sur la différenciation entérocytaire en conditions physiologiques
(Halttunen et coll., 1996; McKaig et coll., 1999; Powell ef coll., 1999).

Toujours dans le cadre de I’analyse des trois facteurs prolifération / apoptose /
différenciation, I’étude de la réponse transcriptionnelle a été réalisée sur notre modele

cellulaire. Cette étude nous a permis de mettre en évidence une modulation importante de la
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capacité anti-oxydante post-irradiation, en terme d’induction des transcrits codant pour les
¢léments du systeme de défense et en terme d’activité enzymatique. Ces résultats associés a
ceux obtenus en réponse a 1’utilisation d’un composé anti-oxydant, le NAC, nous ont conduit
a ¢étudier la réponse anti-oxydante in vivo et son implication en terme d’atteinte de la
mugqueuse.

Notre modéele cellulaire a également permis de modéliser I’apoptose tardive radio-
induite. Différentes voies y contribuent, les ERO, les céramides, la mitochondrie et des
caspases inductrices et effectrices. Cependant I’inhibition de chacun de ces éléments n’a pas
permis de supprimer totalement le phénoméene d’apoptose, révélant un nombre important de
voies pro-apoptotiques mises en jeu aprés exposition aux rayonnements ionisants.
L’implication de caspases inductrices, des céramides, de voies indépendantes de la
mitochondrie, nous laissent penser que des récepteurs membranaires pro-apoptotiques
pourraient étre responsables d’une partie de 1’apoptose, ainsi une boucle d’amplification
induite soit par FAS Ligand, INFy ou le TNFa agirait dans ce sens. De plus, ces voies
d’induction de I’apoptose pourraient indiquer I’implication du micro-environnement de
I’épithélium et donc qu’un dialogue épithélium/environnement existe également en dehors de

celui décrit dans le cadre des processus apoptotiques.
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Il. PARTIE Il - ETUDE DE LA CAPACITE ANTI-OXYDANTE DE
L’EPITHELIUM INTESTINAL ET SON ROLE SUR L’INTEGRITE DE LA
MUQUEUSE INTESTINALE APRES EXPOSITION AUX RAYONNEMENTS
IONISANTS

Les ERO participent au contrdle de I’équilibre cellulaire en modulant de nombreuses
voies de signalisation (Kamata et Hirata, 1999). A faibles concentrations ils sont capables de
moduler la prolifération, 1’apoptose et la différenciation (Murrell et coll., 1990; Sigaud et
coll., 2005). Cependant a forte concentration ils deviennent délétéres car ils induisent
I’apoptose ou la nécrose des cellules. Les rayonnements ionisants sont connus pour générer de
grandes quantités d’ERO responsables d’une partie importante des effets déléteéres sur les
tissus vivants. Ainsi les ERO pourraient avoir un rdle clef dans le maintien de I’intégrité de la
muqueuse intestinale. Pour vérifier cette hypothése, nous avons réalisé dans un premier temps
une étude descriptive regroupant une grande partie des acteurs du systéme de défense anti-
oxydant par une approche in vivo. Dans un deuxiéme temps, une étude mécanistique a été
mise en place afin de mieux comprendre les relations inflammation et stress oxydant dans le
processus d’atteinte radio-induite de la muqueuse intestinale. Cette deuxiéme partie du travail
de thése a donc pour but de déterminer si la modulation de la capacité anti-oxydante joue un

role majeur dans les atteintes de la muqueuse observées apres irradiation.

Le déséquilibre entre les différentes voies des défenses anti-oxydantes est mis en cause
dans de nombreuses maladies inflammatoires chroniques intestinales. Ainsi, est-ce qu’un
déséquilibre est induit apres irradiation, et est-ce que ce déséquilibre engendre les dommages
structuraux de la muqueuse ? Est-ce que la capacité anti-oxydante de la muqueuse est
modulée de fagon directe par les ERO radio-induits ou par ’état régénératif et/ou par 1’état
inflammatoire de la muqueuse ? Est-ce qu’un des éléments est prépondérant dans le

mécanisme de défense anti-oxydant ?
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A. Etude cinétique de la capacité anti-oxydante de I’épithélium
intestinal aprés une dose de 10,5 Gy : Modulation transitoire du
systéme de défense anti-oxydante.

Etude préliminaire
1. Objectif de I'approche

Cette étude a pour but de décrire la cinétique des modulations radio-induites de la

réponse anti-oxydante.

2. Méthodologie

Des souris C57b/6 sont irradiées sur la zone abdominale. Cette configuration
d’irradiation permet une atteinte ciblée de [D’intestin et surtout évite le syndrome
hématopoiétique caractérisé par une aplasie médullaire. La dose de 10,5 Gy a été choisie car
elle permet une régénération importante de 1’épithélium. Cette étude a été réalisée au niveau
du jéjunum car ce segment est le plus radio-sensible. Différents temps d’étude apres
irradiation ont été choisis :

* 15 min afin d’observer les modulations radio-induites de fagon directe des
activités enzymatiques ;

»  6h lors de la premiére phase d’apoptose radio-induite de 1’épithélium ;

= 24h lors de la deuxieme phase d’apoptose radio-induite de 1’épithélium ;

» 4 jours lors de l‘atteinte structurale de la muqueuse ;

= 10 jours lorsque la structure de la muqueuse est restaurée.

Cette étude est effectuée a trois niveaux différents: (i) expression des ARNm par RT-
PCR en temps réel des différents acteurs des mécanismes de défense anti-oxydante a partir de
la muqueuse; (ii) immunolocalisation de ces protéines sur coupe paraffine selon 1’axe crypte-
villosité; (ii1) mesure de 1’activité enzymatique pour la catalase, les SODs et GPXs a partir de

la muqueuse par spectophotométrie ou gel d’activité.
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3. Résultats

a) Les SODs

L’étude de 2 isoformes de SOD exprimées dans I’intestin (MnSOD et CuZn SOD) a été

réalisée.
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Figure 39 : Cinétique des modulations radio-induites de la MnSOD dans la muqueuse
intestinale. © 0 Gy = 10 Gy. A- Expression des ARNm par RT-PCR; B- Marquage
Immunohistochimique sur coupe parrafine, a gauche des photos est représenté un axe
schématique de I’expression protéique suivant I’axe crypte-villosité ; C-Activité enzymatique.
n=06,*:p<0,05

Concernant 1’étude de la MnSOD, suivant les 3 criteres : expression des ARNm, de la
protéine et 1’activité enzymatique, la seule modification observée est 1’augmentation de
Iactivité de I’enzyme 6h apres irradiation. Cette induction n’est pas due a ’augmentation des
ARNm ni de la protéine (figure 39). L’immunomarquage réalis¢ pour les deux isoformes

réveéle une localisation majoritairement épithéliale. Un gradient d’expression selon 1’axe
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crypte villosité est observé chez les animaux témoins, avec une expression préférentielle au
niveau des cryptes (figure 39B). Apres irradiation la répartition en gradient selon 1’axe
crypte/villosité n’est pas modifiée, il est intéressant de noter que les cryptes régénérantes
conservent I’expression des deux enzymes.

L’¢étude de la CuZn SOD a montré une modulation trés faible de cet acteur du systéme
de défense. L’étude de I’expression des ARNm n’a pas montré de modification apres

irradiation (résultats non montrés), mais une baisse transitoire de 1’activité enzymatique 24h a

¢été observée.

b) La catalase
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Figure 40 : Cinétique des modulations radio-induites de la Catalase dans la muqueuse
intestinale. © 0 Gy = 10 Gy. A- Expression des ARNm par RT-PCR; B- Marquage
Immunohistochimique sur coupe parrafine, a gauche des photos est représenté un axe

schématique de I’expression protéique suivant I’axe crypte-villosité ; C-Activité enzymatique.
n==6,*:p<0,05.
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L’étude de la CAT montre au temps 4 jours apres irradiation une baisse de
I’expression génique, de la protéine et de D’activité enzymatique (figure 40). La baisse
d’expression des ARNm observée a 4 jours est toujours présente 10 jours apres irradiation,
mais 1’activité enzymatique n’est plus différente des témoins.

L’immunomarquage révele comme précédemment une localisation spécifique au
niveau de 1’épithélium, sans gradient d’expression de la protéine suivant 1’axe crypte-villosité
(figure 40B). Apres irradiation, 1’expression est moins importante au niveau de 1’épithélium,

méme si les cryptes régénérantes sont toujours marquées.

¢) Les GPXs
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Figuré 41 : Cinétique des modulations radio-induites de la GPX2 dans la muqueuse
intestinale. ©~ 0 Gy = 10 Gy. A- Expression des ARNm par RT-PCR ; B- Marquage
Immunohistochimique sur coupe parrafine, a gauche des photos est représent¢ un axe

schématique de 1’expression protéique suivant I’axe crypte-villosité ; C-Activité enzymatique.
n==6,*:p<0,05.
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L’¢étude des deux isoformes de GPX (cGPX/GPX1 et GI-GPX/GPX2) montre que les
deux protéines sont modulées au temps 4 jours. Une augmentation de 1’expression des ARNm
et de la protéine GPX2 est observée 4 jours aprés irradiation (figure 41A-B), mais cette
augmentation n’entraine pas d’augmentation de [’activité enzymatique (figure 41C). Le
marquage immunohistologique des deux isoformes montrent a nouveau la présence d’un
gradient d’expression de la protéine suivant 1’axe crypte-villosité (figure 3B). Apres
irradiation, I’expression reste majoritaire au niveau des cryptes. Ainsi, comme précédemment
décrit pour les autres enzymes, les cryptes régénérantes conservent la capacité d’expression

des enzymes anti-oxydantes.

d) Les métallothionéines
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Figure 42 : Cinétique des modulations radio-induites de la MT2 dans la muqueuse
intestinale. A- Expression des ARNm par RT-PCR © 0 Gy m 10 Gy. n = 6, *: p< 0,05; B-
Marquage Immunohistochimique sur coupe parrafine, a gauche des photos est représenté un

axe schématique de I’expression protéique suivant I’axe crypte-villosité. M¢ : macrophages.
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L’étude de I’expression des MTs montre une forte augmentation de I’expression des
ARNmMm et des protéines 4j aprés irradiation (figure 42). L’ immunomarquage ne permet pas de
distinguer les deux isoformes, mais il est intéressant de noter qu’apres irradiation une partie
des macrophages de la sous-muqueuse est marquée. L’immunomarquage révele une
expression protéique trés faible chez les témoins, cette expression est localisée au niveau des
cryptes, apres irradiation cette expression semble plus importante (figure 42B). Ainsi
I’immunomarquage est en accord avec I’augmentation d’expression génique observée a ce

méme temps.

e) Caractérisation de I’état prolifératif et inflammatoire
de la muqueuse intestinale

L’étude de I’état prolifératif de la muqueuse a été réalisée en observant 1’expression
génique et protéique de Ki-67 (figure 43). Cette protéine n’est exprimée que dans les cellules
proliférantes des cryptes. Aucun marquage n’est observé au niveau des villosités. Au niveau
des cryptes, les cellules de Paneth ne sont pas marquées. Seules quelques cellules de la lamina
propria sont marquées, mais leur nombre est trés restreint. Le marquage immunohistologique
est en accord avec I’expression des ARNm. Ces résultats montrent un baisse de 1’expression
de Ki-67 a 6h et 24h apres irradiation, en accord avec une diminution de la taille des cryptes
due a I’apoptose radio-induite. Au temps plus tardif de 4 jours, I’expression est fortement
augmentée, cette induction montre I’état hyperprolifératif de 1’épithélium et donc sa capacité
importante de régénération a cette dose d’irradiation. L’ immunomarquage montre également

une forte quantité de protéine au niveau des cryptes proliférantes.
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intestinale. A- Expression des ARNm par RT-PCR . n=6, * : p< 0,05 = 0 Gy = 10 Gy. ; B-
Marquage immunohistochimique.

L’¢tude de I’état inflammatoire de la muqueuse a ¢été réalisée en observant
I’expression génique du TNFa (figure 44). Son expression est augmentée 4 jours apres
irradiation, montrant la présence d’une réaction inflammatoire. Cette augmentation est

associée a la présence d’un infiltrat inflammatoire au niveau de la sous-muqueuse.
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Figure 44 : Cinétique des modulations radio-induites de D’expression génique du

TNFa dans la muqueuse intestinale. Expression des ARNm par RT-PCR. = 0 Gy = 10 Gy.
n==6,*:p<0,05.

4. Conclusion

Dans nos conditions expérimentales, les résultats obtenus montrent qu’une irradiation
abdominale de 10,5 Gy n’est pas suffisante pour moduler les défenses anti-oxydantes dans les
heures suivant I’irradiation (sauf une induction faible de 1’activit¢ MnSOD). Un délais de 4
jours est nécessaire pour obtenir une réponse de la muqueuse signée par une induction de
I’expression des éléments du systeme de défense anti-oxydant (GPX1-2 et MT1-2). Le seul
¢lément inhibé est la catalase et les deux isoformes de SODs ne varient pas apres cette dose
d’irradiation (figure 45). Il faut cependant remarquer que 1’induction des transcrits GPX1 et
GPX2 n’est pas suivie d’une induction de I’activité enzymatique. Cette absence de lien entre
la synthése protéique et ’activité enzymatique a déja été décrite et semble spécifique du
jéjunum et non de I’iléon (Esworthy et coll., 2000). Cette différence serait la conséquence
d’une présence moins importante de 1’isoforme GPX2 au niveau du jéjunum par rapport a
I’iléon (Chu et coll., 1997). Esworthy et coll. ont décrit des modulations identiques des deux
isoformes de GPX bien que I’irradiation ait été réalisée sur la totalit¢ de 1’organisme. Il est

¢galement intéressant de remarquer que sur notre modele cellulaire HT-29 une élévation
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transcriptionnelle des 2 isoformes de GPXs n’engendrait pas non plus d’augmentation de

I’activité globale de la GPX.
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Figure 45 : Représentation schématique des modulations radio-induites (10,5 Gy) des
éléments du systeme de défense anti-oxydant de 15 min a 10 jours. A-Activité
enzymatique de la MnSOD, CuZn SOD, catalase et des GPXs. B- Expression des ARMm des
¢léments du systémes de défense anti-oxydant.

En parallele avec la régénération de 1’épithélium (hyperprolifération des cryptes), la
muqueuse digestive est caractérisée par la présence d’un infiltrat inflammatoire et par une
augmentation du taux tissulaire d’une cytokine pro-inflammatoires : le TNFa.. Dans le cas des
MICI, cette cytokine est largement induite (MacDermott, 1996). 11 est également décrit que
les cellules de Paneth sont capables de synthétiser le TNFa (Seno et coll., 2002), mais a ce
temps les colorations HES ne montrent pas la présence des ces cellules au sein des cryptes
régénérantes. Ainsi, les modifications des défenses anti-oxydantes observées, peuvent étre
dues soit a I’hyper-prolifération du tissu, soit a la présence de cellules résidentes et/ou
infiltrantes. L’étude statistique des modulations des expressions géniques de la CAT, MT2,
GPX1-2 en fonction de Ki-67 n’a pas montré de corrélation (test de régression linéaire,
résultats non montrés). Une étude complémentaire a donc été entreprise afin de déterminer si

I’inflammation influe sur les modulations observées 4 jours apres exposition.
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Dix jours aprés irradiation, au moment ou la structure de la muqueuse semble
«normaley, seule I’expression de la catalase reste inférieure a celle mesurée chez les témoins.
Cependant, ’activité de cette enzyme n’est pas altérée. Tous les autres éléments de défense
contre le stress oxydant ont une expression et une activité équivalente a celle des témoins.

Ainsi, le niveau de ces défenses revient a la normale rapidement.
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B. ARTICLE Il : Imbalance of the anti-oxidant network of mouse
small intestinal mucosa after radiation exposure.

« Déséquilibre du réseau des défenses anti-oxydantes dans la muqueuse intestinale de souris
apres exposition aux rayonnements ionisants. ». Soumis a World Journal of Gastroenterology

1. Objectif de I'approche

Cette étude a pour but de déterminer I’impact d’une dose d’irradiation ne permettant pas
une régénération de la muqueuse et le role de I’inflammation dans les modulations observées

4 jours apres exposition.

2. Méthodologie

La dose de 14 Gy a été choisie car la régénération tissulaire est beaucoup moins
importante 4 jours apres irradiation. La dexamethasone a été utilisée en tant que molécule
anti-inflammatoire de spectre large (traitement intra péritonéal de 3mg/jour). Cette molécule
a déja démontré son effet anti-inflammatoire en inhibant de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires (Paliogianni et coll., 1993; Kleinert et coll., 1996). Cette molécule a de plus
montré un effet bénéfique dans les MICI (Kojouharoff et coll., 1997). Les temps de

préléevement choisis pour cette étude sont 6h et 4j apres irradiation.

3. Résultats et Conclusion

A cette dose d’irradiation, la réponse précoce de la muqueuse en terme de défense anti-
oxydante n’est observée qu’au niveau de la mitochondrie, avec une augmentation des ARNm
de la MnSOD et de la Txn2. L’induction de [’apoptose entraine des altérations
mitochondriales productrices d’ERO (Fleury et coll., 2002). Les rayonnements ionisants
altérent directement les composants de la chaine respiratoire dans la mitochondrie (Pearce et
coll., 2001). De plus, il a ét¢ démontré que la MnSOD et la Txn2 sont protectrices vis a vis de

I’apoptose (Nonn et coll., 2003). Ces inductions transcriptionnelles pourraient donc étre dues
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a I’induction de mécanismes de défenses mitochondriaux vis a vis de I’apoptose radio-induite
observée a la base des cryptes.

Quant a la réponse plus tardive a 4 jours, les inductions des GPXs et des MTs sont
toujours observées. Il est intéressant de noter que la dose de 14 Gy ne permet pas une

régénération importante de 1’épithélium (figure 46).
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Figure 46 : Modulation de D’expression de Ki-67, donc de la prolifération par
Pirradiation. A — expression de I’ARNm de Ki-67 dans la muqueuse intestinale apres la dose
de 0 Gy (), 10,5 Gy (m) et la dose de 14 Gy (m). n = 6, *: p< 0,05. B — Marquage
immunohistologique de I’antigéne Ki-67 sur coupe paraffine de jéjunum.

Ainsi D’absence d’une régénération importante de 1’épithélium a cette dose, nous
démontre une nouvelle fois que les inductions des MTs et des GPXs ne sont pas la
conséquence de I’hyperprolifération épithéliale.

A ce temps, un traitement dexamethasone a montré le rdle inducteur du statut
inflammatoire sur 1’expression des GPX, mais pas des MTs. Eswothy et coll ont décrit les
modulations radio-induites des GPXs au niveau de I’intestin gréle. Ils avaient attribué cette
augmentation a I’hyperprolifération du tissu (Esworthy et coll., 2000), ainsi nous avons
démontré en utilisant deux doses d’irradiation que cette modulation de I’expression n’est pas
due a la régénération mais plutdt a 1’état inflammatoire de la muqueuse. La catalase montre

toujours une forte altération a la dose de 14 Gy mais une inhibition plus forte est observée au
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niveau des transcrits contrairement a son activité enzymatique. Enfin, le traitement
dexamethasone entraine une inhibition moins important de la CAT, montrant que 1’état

inflammatoire du tissu est en partie responsable de I’inhibition de la CAT.

Etude de I’état inflammatoire du tissu

Des études complémentaires ont été réalisées, mais non publiées, afin de mieux
caractériser 1’inflammation de la muqueuse intestinale et I’effet anti-inflammatoire de la
dexamethasone. Tout d’abord nous avons étudié 1’effet de la dexamethasone au niveau
systémique en réalisant une numération de la formule sanguine (NFS) au moment des
prélevements 4 jours post-irradiation (figure 47). L’irradiation entraine une baisse du nombre
de lymphocytes circulants d’environ 80%. Cette diminution est due a une apoptose radio-
induite de cette population cellulaire. L’irradiation induit également une diminution du
nombre de monocytes et de granulocytes circulants pouvant révéler le recrutement de ces
cellules aux foyers inflammatoires. Le traitement dexamethasone empéche totalement cette
inhibition radio-induite. Ces données de la NFS suggérent que la dexamethasone inhibe
I’inflammation tissulaire radio-induite puisque le nombre des monocytes et des granulocytes

est retourné a la valeur basale (figure 47).
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Figure 47 : Comptage des populations de lymphocytes, de monocytes et de granulocytes
circulants par la numération de la formule sanguine.
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Puis, nous avons voulu déterminer si la baisse d’expression des ARNm des cytokines
pro-inflammatoires induites par la dexamethasone était corrélée a une inhibition du
recrutement des cellules immunocompétentes. L‘étude des lymphocytes T et des neutrophiles
a été réalisée au niveau du tissu.

Le marquage immunohistochimique des lymphocytes CD3" a montré une baisse
d’environ 50% de la densité de ce type de cellules dans la muqueuse post-irradiation (figure
48). Cependant, la perte des lymphocytes dans le tissu est moins importante que celle
observée au niveau du sang. Ainsi les lymphocytes de la muqueuse sont moins sensibles a
I’apoptose radio-induite peut-étre du fait d’une différence dans leur état de prolifération.
L’étude des lymphocytes T dans la muqueuse a révélé une absence d’effet du traitement sur le
nombre de lymphocytes T présents, alors qu’un faible effet bénéfique était observé sur les

lymphocytes circulants.
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Figure 48 : Etude de la modulation du nombre de lymphocytes T dans la muqueuse 4
jours post-irradiation réalisée par un marquage immonohistochimique des lymphocytes
CD3" et un comptage des cellules marquées selon 1’axe crypte/villosité. n=6, p<0,05. Les
fléches indiquent les lymphocytes CD3".
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Figure 49 : Etude de la modulation du nombre de neutrophiles dans la muqueuse 4 jours
post-irradiation réalisée par un marquage immonohistochimique de la MPO et un
comptage des cellules marquées par champ (grossissement X20). n=6, p<0,05

L’analyse du marquage immunohistochimique de la MPO révele la présence d’un fort
recrutement des neutrophiles (induction X24) en réponse a I’irradiation (figure 49). Ces
résultats sont en accord avec 1’induction de I’expression des ARNm de I’IL8 mesurée par la
technique de RT-PCR. Cependant la dexamethasone, malgré I’inhibition de 1’expression de
I’IL8, n’empéche pas I’infiltration des neutrophiles. Cependant, le marquage ne permet pas de
déterminer 1’activation de ce type cellulaire et donc sa production d’ERO dans la muqueuse.
L’étude des macrophages au sein de I’infiltrat tissulaire a été envisagée, mais le marquage
immunohistologique de ce type cellulaire n’a pas pu étre réalisé.

Malgré son role anti-inflammatoire, la dexamethasone n’empéche pas ’infiltration des
neutrophiles, acteurs majeurs de la production des ERO, dans le tissu. Dans un modé¢le de
bralure chez le rat induisant une augmentation de la perméabilité intestinale, la déplétion des
neutrophiles empéche cette altération de la muqueuse intestinale (Sir et coll., 2000). Un
anticorps anti-neutrophiles a été injecté¢ a des rats 18 heures avant la brilure. Ainsi cette
stratégie pourrait étre envisagée dans le cas de I’irradiation. De ce fait, I’on pourrait
déterminer directement si les ERO produits par I’inflammation radio-induite, notamment les

neutrophiles, modulent la capacité anti-oxydante de la muqueuse.
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La dexamethasone est un glucocorticoide synthétique. Les glucocorticoides sont
sécrétés par les glandes surrénales en réponse a un stress. Ces molécules sont connus pour
leurs effets pleiotropes, notamment leur action sur le métabolisme hydro-carboné, le
métabolisme protidique, le métabolisme hydro-électrolytique... Ainsi les modulations
observées au niveau de 1’expression des GPXs pourraient étre dues a un effet indépendant de
I’inflammation tissulaire. Les enzymes anti-oxydantes sont connues pour étre sous le controle
transcriptionel des facteurs de transcription SP1, NF-xB et AP1 (Jones et coll., 1997; Kelner
et coll., 2000; Zhou et coll., 2001; Wang et coll., 2002b), et la dexamethasone régule
directement ces facteurs de transcription (Paliogianni ef coll., 1993; Kleinert et coll., 1996).
Ainsi, les modulations observées des deux isoformes de GPX pourraient étre dues a un effet
direct de la dexamethasone sur leur régulation transcriptionnelle par le biais de SP1, NF-xB
ou de APl. Nous avons décrit une augmentation transcriptionnelle radio-induite
majoritairement pour la GPX2 vs GPX1, en effet la régulation différentielle de ces deux génes
a déja été décrite (Chu et coll., 1997). Toutefois, nous avons montré que les deux isoformes
sont inhibées par la dexamethasone. L’utilisation d’un autre composé anti-inflammatoire
pourrait sans doute déterminer si la dexamethasone agit par son pouvoir anti-inflammatoire ou
non sur les éléments du systéme de défense anti-oxydant.

De fagon surprenante, les inductions radio-induites des deux isoformes de MT ne sont
pas inhibées en présence de dexamethasone, alors que leur transcription est dépendante de
cytokines pro-inflammatoires (Liu et coll., 1991; Sato et coll., 1994; Fu et coll., 1997,
Hernandez et coll., 2000). Cependant, 1’effet de la dexamethasone sur le taux d’expression du
TNFa n’est pas statistiquement réduit contrairement a IL13, IL8 et MCP-1. Dans la
littérature, il n’est pas déterminé si les modulations radio-induites des MTs sont dues aux
ERO seules ou aux cytokines induites de fagon concomitantes (Conrad et coll., 2000). Ainsi

ces résultats semblent montrer que I’irradiation peut induire de facon indirecte les MTs peut-
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étre par le biais du TNFa plutot que I’IL1[3. Différentes données paraissent démontrer que les
MTs n’ont pas un role anti-oxydant in vivo aprés irradiation car elles ne protégent pas des
atteintes oxydatives des constituants cellulaires (Liu et coll., 1999; Conrad et coll., 2000).
Néanmoins, une étude a montré un effet cytoprotecteur des MTs au niveau de la muqueuse du
duodénum dans un mod¢le d’atteinte muqueuse a 1’éthanol (Takano et coll., 2000). Lambert
et coll émettent I’hypothese selon laquelle les MTs exercent un role protecteur en régulant le
pool cellulaire de zinc (Lambert et coll., 2003; Lambert et coll., 2004). En effet, les MTs
relarguent le zinc quand 1’environnement intercellulaire s’oxyde puis le zinc exerce son rdle
protecteur (Maret, 1994; Giles et coll., 2002). L’ensemble de ces données pourrait donc
conduire a rechercher le rdle et le catalyseur de cette induction des MTs au niveau de
I’intestin apres irradiation. Deux modeles animaux sont disponibles : (i) un modele de souris
KO pour les deux isoformes de MTs et (i1) un modele surexprimant la MT1. Méme si une
irradiation corps entier sur ce modele surexprimant la MT1 n’a montré aucun effet sur la
survie des animaux (Liu et coll., 1999), nos résultats et d’autres démontrent que le réle des

MTs ne peut étre remis au cause au niveau de 1’épithélium intestinal.
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C. Description d’un effet dose-dépendant dans Ies
modulations radio-induites des éléments du systéme de défense
anti-oxydant.

La comparaison de la réponse de la muqueuse, en terme d’activité enzymatique,
montre une induction, 6h apres irradiation, uniquement apres une irradiation a la dose de 10,5
Gy. Pour le temps 4 jours, un effet dose-dépendant est observé pour les deux isoformes de
SOD et de GPXs. Au contraire, aucun effet dose-dépendant n’est observé pour la catalase,
montrant une inhibition maximale dés la dose de 10,5 Gy (figure 50).

L’¢tude de I’expression des ARNm a 6h montre un effet dose-dépendant inducteur
pour les génes mitochondriaux MnSOD et Trx2 (figure 51A). L’augmentation des transcrits
MnSOD a 14 Gy n’induit pas d’augmentation de I’activit¢ MnSOD, mais il a été décrit que
les enzymes anti-oxydantes peuvent étre inhibées par les ERO (Hodgson et Fridovich, 1975;
Pigeolet et coll., 1990). En effet, a la plus faible dose de 10,5 Gy, ’activité de cette enzyme
est augmentée aprés irradiation révélant une modulation d’activité en fonction de la
production d’ERO. Cette effet délétere des ERO sur I’activité enzymatique ne semble étre
observé que pour la MnSOD. La production délétére d’ERO est sans doute localisée au niveau
de la mitochondrie puisque les autres enzymes ne sont pas altérées. De plus, les seules
inductions transcriptionnelles observées sont spécifiques des protéines mitochondriales. Ainsi,
on pourrait émettre 1’hypothése selon laquelle un/des signaux de transduction pourraient étre
émis par les mitochondries et capables d’augmenter les transcrits de ces enzymes anti-

oxydantes.
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Figure 51 : Comparaison des variations d’expression des ARNm entre les doses de
10,5Gy et 14 Gy. A-Comparaison au temps 6h apres irradiation. B-Comparaison au temps 4;j
apres irradiation. m 10,5 Gy m 14 Gy.n=6, * : p<0,05.
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L’étude 4 jours apres irradiation montre un effet dose-sur la surexpression de la GPX2
et un effet dose dépendant sur la répression des génes Trx2, Mn/CuZn SOD et CAT (figure
51B). En paralléle, cette analyse révele une augmentation de I’activité GPX entre les doses de
10,5 Gy et 14 Gy, corrélée au taux d’induction de ’ARNm de la GPX2. L’activit¢ GPX
semble induite trés faiblement aprés la dose de 14 Gy, alors que la CAT est fortement inhibée.
Cette différence de régulation entre les deux enzymes dégradant H,O, a déja été décrite au
niveau de I’intestin dans un modele d’atteinte chronique induit par le froid. Les auteurs
attribuaient cette différence a une réponse spécialisée de I’intestin aux hydroperoxydes
organiques, notamment lipidiques (Kaushik et Kaur, 2003). Le géne de la CAT est le seul
gene dont I’expression est inhibée des la dose de 10,5 Gy. La protéine CAT est localisée au
niveau des péroxisomes et est régulée transcriptionnellement et spécifiquement par PPARy
(Rao et coll., 1987; Nemali et coll., 1988; Girnun et coll., 2002). Le géne posséde dans son
site promoteur un ¢lément de réponse PPRE, contrairement aux geénes des autres protéines
anti-oxydantes. Cette particularit¢ de sa régulation révele peut-€tre une inhibition radio-
induite des PPARs au niveau de I’épithélium intestinal. Des travaux en cours au laboratoire
tendraient a démontrer cette altération, de plus il est démontré dans la littérature un lien entre
PPAR et inflammation. De fagon surprenante, la transcription du geéne de la Txnl n’est jamais
modulée dans nos conditions expérimentales (figure 51). Ce geéne est décrit dans d’autres
modeles comme induit par les rayonnements ou les cytokines (Hoshi ef coll., 1997; Nakamura
et coll., 1997; Shioji et coll., 2000; Ejima et coll., 2002). Cependant, les rayonnements
ionisants peuvent induire sa translocation du cytoplasme au noyau sans moduler son
expression totale (Wei et coll., 2000; Karimpour et coll., 2002). En fonction de I’état redox de
la cellule, la protéine Txnl est transloquée dans le noyau afin d’augmenter 1’activité¢ de
facteur de transcription AP-1. Ces différents ¢léments suggerent que cette protéine module la
transcrition génique en fonction de I’état redox de la cellule aprés irradiation (Karimpour et

coll., 2002).
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Dans la muqueuse intestinale, la mobilisation des éléments du systéme anti-oxydant
dans les temps précoces est faible et semble dépendre de la dose d’irradiation, sans doute en
fonction de la production d’ERO. Toutefois la réponse précoce ne permet pas une protection
de la muqueuse puisque les atteintes structurales sont toujours observées 4 jours apres
irradiation. Les raisons physiologiques de cette réponse n’ont pas été déterminées. Il est
cependant difficilement imaginable que le niveau de base des défenses anti-oxydantes soit
suffisant a cette dose d’irradiation. En effet des études effectuées au laboratoire et dans
d’autres équipes ont montré des atteintes oxydatives au niveau des lipides (Mittal et coll.,
2001; Lebrun et coll., 2002). L’ensemble de ces données laisserait donc penser a une
déficience dans les mécanismes de défense anti-oxydant. De plus, les modulations observées
plus tardivement (4 jours post-irradiation) sont en partie dues a I’inflammation radio-induite.
Ainsi les ¢léments inducteurs de ces modulations ne sont plus les ERO issues directement de
I’irradiation mais celles issues du phénoméne de « respiratory burst» au niveau des
macrophages et des neutrophiles résultant du processus inflammatoire. En effet, une
modulation importante de la capacité anti-oxydante a déja été observée dans d’autres
pathologies inflammatoires intestinales (Kruidenier et coll., 2003a; Kruidenier et coll., 2003b;
Kruidenier et coll., 2003c). Cependant, les résultats décrits par 1’étude des MICI montrent des
divergences dans les modulations des SODs, ces différences sont peut-étre dépendantes du
degré d’atteinte de la muqueuse ou de la phase d‘évolution de la maladie (phase aigué

d’inflammation ou de latence).
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D. Est-ce que le déséquilibre de la balance anti-oxydante
participe a I’atteinte de I’épithélium intestinal aprés irradiation ?

Deux approches anti-oxydantes afin de déterminer si les modulations des
défenses anti-oxydantes participent a l’atteinte et a la restauration de la
muqueuse.

1. Objectif de I'approche

Une étude complémentaire a été entreprise afin de valider I’importance de la catalase et
de la GPX comme radioprotecteur de la muqueuse intestinale. Ces deux cibles ont été choisies
en fonction des modulations observées au cours de 1’atteinte structurale de la muqueuse.

Premi¢rement, les GPXs, car malgré 1’induction de leur expression, leur activité
enzymatique n’est pas induite en conséquence. Au sein du laboratoire, il a ét¢é démontré une
atteinte importante des lipides membranaires apres irradiation (Lebrun et coll., 2002), ainsi la
dégradation des peroxydes lipidiques par 1’augmentation de 1’activité GPX pourrait induire
une altération moindre de la muqueuse. Et deuxiémement, la catalase, car son expression et
son activité sont inhibées aux deux doses étudiées.

Afin de déterminer si les GPX et la CAT ont un réle important dans 1’atteinte structurale
observée 4 jours apres irradiation, nous avons utilisé deux traitements pharmacologiques

ayant un role mimétique ou de restauration de 1’activité de ces deux enzymes anti-oxydantes.

2. Méthodologie

Deux traitements pharmacologiques ont été entrepris 30 min avant I’irradiation, un
traitement mimétique de ’activité GPX (ebselen, (Sies, 1993)) et un traitement visant a
restaurer 1’activité catalase (PEG-CAT). L ebselen et la PEG-CAT ont été choisis car ils ont
montré leur effet bénéfique au niveau de I’intestin gréle sur un modéle d’ulcération
impliquant les ERO (Khomenko et coll., 2003). Une irradiation abdominale de 14 Gy a été

réalisée car elle induit les effets les plus marqués a la fois sur ’atteinte structurale et sur les
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défenses anti-oxydantes de la muqueuse. Les échantillons de muqueuse ont été prélevés 4
jours apres irradiation, lorsque 1’atteinte de la muqueuse et la modulation d’expression des

¢léments de défense sont les plus importantes.

| | | | | Jours
0Gy-CMC ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0Gy-CMC/ebselen Prélévements
14Gy-CMC 50mg/kg po; Gavage baytril jéjunum
14Gy-CMC/ebselen

100mg/kg po 30 min avant
Irradiation abdominale 14Gy

0 1 2 3 4
0Gy-PEG | | | | | o
0Gy-PEG-CAT | | | |
14Gy- PEG 5 000ukg ip ;Gavage baytil Prélevements
d 9P =avag jéjunum
14Gy- PEG-CAT

10 000u/kg ip 30 min avant
Irradiation abdominale 14Gy

Figure 52 : Protocole expérimental des traitements anti-oxydants par I’ebselen et le
PEG-CAT.

L’ebselen, composé hydrophobe, a été¢ administré aux animaux par voie orale (gavage,
po) dans le véhicule carboxymethylcellulose (CMC). La CMC a été choisie afin d’éviter
I’utilisation du DMSO (Kobayashi ef coll., 2001). Un traitement journalier a été réalisé (figure
52). La catalase a été couplée au PEG (Polyéthyléne glycol) car ce composé permet a la
catalase d’avoir une demie vie de 48h au lieu de 10 min et de passer les membranes
plasmiques (Pyatak et coll., 1980). Le PEG-CAT, composant hydrophile a ét¢ administré par
voie intra péritonéale (ip). Ce composé a été dissous dans du sérum physiologique. Comme
précédemment le traitement est journalier. Quatre groupes expérimentaux ont été réalisés pour
chaque traitement (figure 52). Le jéjunum a été préleveé 4 jours apres irradiation. L’expression

des ARNm a été déterminée par RT-PCR en temps réel a partir de la muqueuse. Une
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coloration HES et un marquage immunohistologique de I’antigéne Ki-67 ont été réalisés sur

coupe paraffine. Le dosage des enzymes anti-oxydantes a été réalisé a partir de la muqueuse.

3. Résultats

a) Traitement ebselen

Le traitement ebselen n’a pas induit de modifications sur les animaux non irradiés que
se soit en terme d’activité enzymatique ou de structure morphologique, ainsi les résultats de
ces deux groupes seront poolés.

Le traitement ebselen n’a pas permis d’augmenter 1’activit¢ GPX dans la muqueuse
intestinale au niveau du jéjunum chez le groupe irradi¢ traité (résultats non montrés). Ce
traitement n’a eu aucune incidence sur I’atteinte structurale de la muqueuse que se soit sur la
taille des villosités et des cryptes (figure 53A) ou sur le nombre de cryptes proliférantes
(figure 53B). De plus, I’étude de la perte de poids des animaux consécutive a I’irradiation n’a
pas mis en évidence d’effet bénéfique du traitement (figure 54). Dans la littérature plusieurs
voies d’administrations (sous cutanée ou gavage) et différents modes de dissolution (DMSO,
CMC) ont été utilisés, tous ont montré un effet pharmacologique (Kobayashi et coll., 2001;
Khomenko et coll., 2003). D’autres modes d’administration et de dissolution pourraient étre
envisagés afin de déterminer si 1’ebselen pourrait étre efficace dans le cas de Datteinte

intestinale radio-induite.
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Figure 53 : Atteinte structurale de la muqueuse consécutive a D’irradiation aprés le
traitement ebselen. A- Mesure de la taille des cryptes et des villosités sur coupe HES
(mesures effectuées au Biocom). B- Comptage du nombre de cryptes Ki-67" par unité de
longueur sur coupe immunohistologique Ki-67. = 0 Gy CMC/CMC-ebselen ; m 14 Gy/CMC ;
m 14 Gy/CMC-ebselen. n = 6, * : p<0,05.
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Figure 54 : Perte de poids consécutive a D’irradiation aprés le traitement ebselen.

Pourcentage du poids des animaux par rapport a leur poids de départ (J-1). 0 Gy
CMC/CMC-ebselen ; m 14 Gy/CMC ; m 14 Gy/CMC-ebselen. n = 6, * : p<0,05.

b) Traitement PEG-CAT

Le suivi du poids n’a pas mis en évidence d’effet du traitement (figure 55). Le

traitement PEG-CAT n’a pas induit de modifications sur les animaux non irradiés que se soit
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en terme d’expression des ARNm ou de structure morphologique, ainsi les résultats de ces
deux groupes ont été poolés.

En revanche, le traitement PEG-CAT a permis une atteinte moins importante de la
muqueuse (figure 56), c’est a dire une réduction moins importante de la taille des villosités
aprés irradiation. Les autres critéres ¢étudiés comme la taille des cryptes et le nombre de
cryptes régénérantes ne sont pas modifiés par le traitement. L’étude de I’expression du géne
Ki-67 n’a pas montré de modification d’expression entre le groupe irradié et le groupe irradié-
traité (taux d’induction par rapport au témoin non-irradiés, 14 Gy vs 14Gy/PEG-CAT : 0.62 +
0.23 vs 0.61 £ 0.26). Ces résultats sont en accord avec les observations de I’immunomarquage
(figure 56B). Les modifications d’atteinte structurale ne sont donc pas liées a une

amélioration de la prolifération de la muqueuse intestinale.
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Figure 55 : Perte de poids consécutive a I’irradiation aprés le traitement PEG-CAT.
Pourcentage du poids des animaux par rapport a leur poids de départ (J-1). = 0 Gy PEG/PEG-
CAT ; m 14 Gy/PEG ; m 14 Gy/PEG-CAT. n= 6, * : p<0,05.
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Figure 56 : Atteinte structurale de la muqueuse consécutive a D’irradiation apres le
traitement PEG-CAT. A- Mesure de la taille des cryptes et des villosités sur coupe HES
(mesures effectuées au Biocom). B- Comptage du nombre de cryptes Ki-67" par unité de
longueur sur coupe immunohistologique Ki-67. = 0 Gy PEG/PEG-CAT ; m 14 Gy/PEG ; m
14Gy/PEG-CAT. n =6, * : p<0,05.

De plus, I’expression des cytokines pro-inflammatoires n’est pas modulée par le
traitement (figure 57). Cette amélioration de la structure n’est pas non plus liée a une
modulation de I’état inflammatoire de la muqueuse. Pourtant, dans des mod¢les cellulaires de
macrophages ou des microglies, un traitement catalase induit la transcription de médiateurs de
I’inflammation comme iNOS et COX-2 (Jang et coll., 2004; Jang et coll., 2005). De plus,
chez une souris transgénique sur-exprimant la catalase dans le foie, une inhibition de NF-xB a
¢té observée (Nilakantan et coll., 1998), révélant ainsi un rdle anti-inflammatoire de la
catalase. L’étude réalisée ici se limite a I’analyse des cytokines pro-inflammatoires, nous

pourrions étendre cette analyse a iNOS, COX2, PGE2 ou NF-xB
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Figure 57 : Etude de I’expression des ARNm des cytokmes pro-inflammatoires dans la

muqueuse intestinale 4 jours apres une irradiation abdominale de 14 Gy. = 0 Gy
PEG/PEG-CAT ; m 14 Gy/PEG ; m 14 Gy/PEG-CAT. n =6, * : p<0,05.
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L’étude de I’expression génique des ¢léments du systeme de défense anti-oxydant n’a
pas montré de modification par action de la catalase (figure 58). La restauration restreinte de
la muqueuse ne permet pas une régulation transcriptionnelle différente des autres éléments du

systeme de défense anti-oxydant.
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Figure 58 : Etude de I’expression des ARNm des éléments du systéme de défense anti-
oxydant dans la muqueuse intestinale 4 jours apres une irradiation abdominale de 14Gy.
0 Gy PEG/PEG-CAT ; m 14 Gy/PEG ; m 14 Gy/PEG-CAT. n =6, * : p<0,05.

134



Travail expérimental, Etude la capacité anti-oxydante de 1’épithélium intestinal

4. Conclusion

Le traitement ebselen n’a pas montré d’effet sur la restauration de la muqueuse, en
revanche le traitement PEG-CAT limite I’atteinte de la muqueuse apres irradiation. Nos
résultats montrent que I’effet bénéfique ne passe pas par une modulation transcriptionnelle
des différents éléments du systeme de défense anti-oxydant, ni des cytokines pro-
inflammatoires, ni de la régénération de I’épithélium. Comme le nombre de cryptes
régénérantes n’est pas affecté, le traitement PEG-CAT n’a sans doute pas d’effet au moment
de I’apoptose précoce des cellules souches décrites a 6h et 24h apres irradiation.

L’effet bénéfique d’un traitement PEG-CAT a déja été observé au niveau d’un modele
expérimental d’ulcération du duodénum (Khomenko et coll., 2003). Cette ¢tude décrivait
¢galement un effet bénéfique d’un traitement ebselen, mais I’absence d’effet bénéfique d’un
traitement PEG-SOD. Ce modéle expérimental d’ulcération de la muqueuse utilise la
cystéamine comme agent agresseur. Cette molécule induit un stress oxydatant par production
de H,O,. Ainsi les auteurs ont démontré I’intérét d’une stratégie anti-oxydante et ont réussi a
baisser la surface d’ulcération donc I’atteinte muqueuse. Dans un modele de colite
expérimentale chez le rat, la catalase a également montré son efficacité dans la prévention et
le traitement de la pathologie (Blau et coll., 2000). Apres irradiation, aucune approche
thérapeutique visant la catalase n’a été réalisée notamment au niveau intestinal, cependant un
modele de souris sur-exprimant la catalase a montré une sensibilisation vis a vis d’une
irradiation corps entier a la dose de 10 Gy en diminuant la survie des animaux (Chen et coll.,
2004). Les auteurs attribuent cette sensibilisation a une augmentation de la capacité de
prolifération observée sur des cultures primaires de fibroblastes. Dans notre modele
expérimental, cette action de la catalase sur la capacité de prolifération n’est pas observée. En
revanche, il a ét¢ démontré un rdle bénéfique de la MnSOD sur la régénération épithéliale

apres irradiation au niveau de I’intestin gréle (Guo et coll., 2003) et un role bénéfique d’un
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prétraitement Vitamine E et sélénium sur les atteintes radio-induites de 1’épithélium (Mutlu-
Turkoglu ef coll., 2000). De fagon surprenante, un modéle de souris GPX1”" a montré un role
protecteur de I’inhibition de cette enzyme apres irradiation (Esworthy et coll., 2000). Cet effet
surprenant serait di, selon les auteurs, a I’effet négatif qu’exerce les GPX sur la production de
PGE2, décrit comme radio-protecteur.

Au sein du laboratoire, il a déja ét¢ démontré une atteinte oxydative des lipides
membranaires au niveau de I’iléon au moment de I’atteinte structurale de la muqueuse
(Lebrun ef coll., 2002). Une étude des atteintes oxydatives des composants cellulaires comme
les lipides, les protéines et ’ADN pourrait nous permettre de mieux caractériser le mode
d’action du traitement PEG-CAT. Méme si le traitement minimise les atteintes oxydatives de
I’épithélium, cela n’entraine pas de modifications des ¢éléments induits en réponse aux
rayonnements ionisants. De plus, 1’état inflammatoire du tissu n’est pas modulé par le
traitement ainsi le taux d’infiltration des cellules immunocompétentes sur le lieu d’atteinte est
sans doute le méme.

Une hypothése pourrait étre émise concernant le mode d’action de la PEG-CAT. Ce
traitement pourrait inhiber le phénomeéne d’anoikis a 1’apex des villosités et ainsi augmenter la
taille des villosités sans modifier la prolifération épithéliale. Le phénoméne d’anoikis comme
tous les phénomeénes d’apoptose induit des ERO des suites de 1’altération membranaire de la
mitochondrie (Li ef coll., 1999). L’action anti-oxydante du PEG-CAT pourrait ainsi inhiber la
signalisation pro-apoptotique médiée par les ERO, comme cela a ét¢ démontré par le
traitement NAC sur des cellules endothéliales (Li et coll., 1999). Si cette hypothése d’une
baisse de I’anoikis s’avérait vraie, elle permettrait ainsi a la muqueuse d’acquérir un temps de
régénération plus long afin de mieux reconstituer I’épithélium. Il a été¢ démontré que I’anoikis
pouvait étre observée par la technique de TUNEL ou par un immunomarquage de la caspase 3
activée (Fouquet et coll., 2004). Une étude de cette forme d’apoptose pourrait étre envisagée

au moment de la régénération épithéliale.
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Discussion générale et perspectives

DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’intégrit¢ de la barriere oro-digestive est dépendante de [’équilibre entre la
production de nouvelles cellules épithéliales et leur élimination par anoikis. Toute rupture de
cette barriere, quelqu’en soit la cause, génére un processus inflammatoire qui peut
compromettre la physiologie digestive mais également la survie des individus dans le cas des
dommages les plus séveres. La stérilisation des cryptes consécutives a 1’irradiation conduit a
I’atrophie des villosités, a une rupture de la barriere épithéliale et & une inflammation
tissulaire pouvant conduire a ’ulcération.

La restauration de ’architecture et de la fonctionnalit¢ d’un épithélium apres une
atteinte implique un processus a plusieurs €tapes qui engage de facon ultime la dynamique des
cellules souches (Potten, 1990).

Premiérement, la migration des cellules épithéliales adjacentes a la plaie et la
contraction des myofibroblastes subépithéliaux permettent de restreindre la zone 1ésée et de
rétablir la continuité de la barriere (processus de restitution). Deuxieémement, les cellules
souches proliférent pour augmenter leur nombre et pour donner naissance a une population de
cellules de transit hautement proliférantes. Puis, les cellules de transit s’étendent rapidement
afin de former des cryptes régénérantes. Enfin, les villosités sont rétablies par la migration des
cellules épithéliales accompagnées des cellules bordantes du mésenchyme.

Dans le cas des thérapies cytotoxiques (radiothérapie, chimiothérapie), I’objectif
majeur pour la protection des tissus sains est d’aider au maintien et/ou de favoriser la
repopulation des épithélia afin de limiter les ruptures de la barriere épithéliale, la réponse
inflammatoire conséquente et donc la sévérité¢ et la durée des ulcérations muqueuses. La
repopulation épithéliale apreés irradiation est la résultante de deux processus majeurs : la
compensation des dommages radio-induits aux cellules souches (proportionnels a la dose), et

la compensation des phénomenes d’anoikis. Ainsi dans le compartiment progéniteur, les
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divisions asymétriques des cellules souches (donnant une cellule souche et une cellule vouée a
la différenciation) deviennent symétriques (les deux cellules filles restent des cellules
souches). Ces divisions symétriques permettent une augmentation de la production nette de
cellules souches et favorisent la repopulation épithéliale (Dorr, 1997).

Différentes approches thérapeutiques expérimentales ont été entreprises, notamment
I’utilisation de facteurs de croissance. Potten et coll ont spécialement utilis¢ le TGF-33 ou le
KGF (Potten et coll., 1997; Potten, 2001; Potten ef coll., 2001). Le principe thérapeutique de
ces molécules est (1) d’augmenter le pool de cellules souches avant exposition aux
rayonnements (traitement prophylactique); (2) d’induire une augmentation du nombre de
cryptes régénérantes afin de reconstruire plus rapidement la barriere (traitement
thérapeutique). Dans les deux cas, la perte des cellules souches est réduite, pour le TGF-3 en
conséquence d’une inhibition de la progression du cycle cellulaire et pour KGF en
conséquence du surcroit du nombre de cellules souches. D’autres équipes ont également
utilisé cette approche thérapeutique de renforcement de la régénération des cryptes. Houchen
et coll ont démontré I’effet radio-protecteur d’un prétraitement par FGF-2/b-FGF par
augmentation des cryptes régénérantes (Houchen et coll., 1999). Ce facteur de croissance est
induit de facon endogeéne apres irradiation dans le mésenchyme bordant les cryptes
régénérantes (Houchen et coll., 1999). 1l agirait par le biais d’une inhibition de ’apoptose des
cellules endothéliales entrainant secondairement une atteinte moins importante des cryptes
(Paris et coll., 2001); cependant ce facteur possede également un effet mitogeéne direct sur les
cellules épithéliales en culture (Dignass et coll., 1994). Dans le cadre de ce travail de thése
nous avons étudié les altérations radio-induites de la prolifération des cellules épithéliales
intestinales. Nous avons démontré un arrét transitoire des cellules en phase G2/M, cet effet est
a la fois caractérisé in vitro et in vivo dans l’intestin et en accord avec d’autres études
(Palayoor et coll., 1995; Merritt et coll., 1997; Strunz et coll., 2002). Cet arrét des cellules
dans le cycle cellulaire induit un arrét de la croissance cellulaire. Nous avons également
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démontré que les cellules épithéliales conservaient leur capacité de différenciation
entérocytaire apres irradiation. Le nombre important de criteres de différenciation observés in
vitro de maniére semblable a I’in vivo, nous laisse supposer que 1’épithélium intestinal
conserve aussi cette capacité. Ainsi une meilleure compréhension des mécanismes de
régulation de la restauration de la muqueuse est nécessaire afin de comprendre et d’optimiser
le mode d’action des stratégies thérapeutiques visant a induire 1’hyperprolifération des
cryptes.

D’autres approches thérapeutiques ont également été proposées, elles ont pour but
I’inhibition de I’apoptose radio-induite afin de limiter les dommages. Un traitement juste
apres I’irradiation par IGF-I permet une inhibition de 1’apoptose radio-induite située au niveau
des cryptes et a la base des villosités (Mylonas et coll., 2000). IGF-I inhibe a la fois
I’apoptose spontanée et I’apoptose radio-induite. Il agit en inhibant la protéine Bax et en
augmentant le délai mitotique des cellules souches préférentiellement (Wilkins et coll., 2002).
IGF-I agit également sur la prolifération des cryptes et permet de préserver I'intégrité de la
barriere intestinale (Lemmey et coll., 1991; Alexandrides et coll., 1998; Howarth, 2003).
Globalement, les facteurs de croissance épithéliaux associent souvent des propriétés de
stimulation de la prolifération des cellules souches d’une part, et anti-apoptotiques d’autre
part. Une autre stratégie anti-apoptotique a été décrite dans la littérature. Un traitement LPA
(Lysophosphatidic acid), 2 heures avant une irradiation gamma, permet une réduction
importante des corps apoptotiques au niveau des cellules souches (Deng et coll., 2002).
Néanmoins, ces études ne décrivent pas I’effet du traitement sur 1’apoptose plus tardive
observée 24h apres irradiation, ni sur la régénération des cryptes et la survie des animaux. Ces
trois parameétres sont importants en terme de restauration de la muqueuse. En effet, Merritt et
coll ont décrit que I’inhibition de I’apoptose précoce p53 dépendante n’avait aucune incidence
sur la régénération des cryptes ainsi que sur le syndrome gastro-intestinal puisque la phase

d’apoptose tardive était augmentée en conséquence (Merritt et coll., 1994; Merritt et coll.,
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1997). Une stratégie intéressante visant a maintenir I’intégrité de la muqueuse intestinale
consisterait a ralentir I’anoikis a 1’apex des villosités de facon a augmenter le temps de
régénération de 1’épithélium. Au cours de cette thése, nous avons étudié les voies
intracellulaires de 1’apoptose radio-induite indépendante de celles induites par les dommages
a I’ADN (processus p53-indépendant). Notre modele cellulaire permet d’appréhender la phase
tardive d’apoptose observée in vivo. Nous avons observé que différents inducteurs y
contribuent, les ERO, les céramides, la mitochondrie et des caspases inductrices et effectrices.
Cependant I’inhibition de chacun de ces éléments n’a pas permis de supprimer totalement le
phénoméne d’apoptose, révélant un nombre important de voies pro-apoptotiques. Nos
résultats mettent en avant la mitochondrie comme 1’¢lément central de ce phénoméne. Ainsi
de nouvelles thérapeutiques anti-apoptotiques visant a protéger cet organite clef permettrait de
protéger a la fois de ’apoptose précoce et tardive des cellules souches et ainsi d’éviter la
stérilisation des cryptes. Le coenzyme Q10 a montré un effet anti-apoptotique en inhibant
I’ouverture des mégapores et ainsi stabilise le potentiel de membrane mitochondriale (Papucci
et coll., 2003; Somayajulu et coll., 2005). Une autre molécule posseéde la propriété d’inhiber
I’ouverture des mégapores de la mitochondrie : la CsA. Un traitement CsA permet d’inhiber
spécifiquement 1’apoptose induite par le phénoméne d’ischémie-reperfusion au niveau du
cceur (Argaud et coll., 2005).

Des thérapies anti-oxydantes ont également montré un effet bénéfique sur 1’épithélium
intestinal apres irradiation. Tout d’abord, le transfert du géne de la MnSOD a été réalisé au
niveau de I’intestin gréle. Ce traitement préventif permet une protection de la muqueuse
intestinale en diminuant 1’atteinte villositaire (Guo et coll., 2003). Toutefois, les auteurs n’ont
pas décrit si le traitement exergait un effet bénéfique sur la régénération de la muqueuse.
D’une autre maniere, I’administration de vitamine E avant irradiation limite partiellement les
entérites aigués radio-induites et améliore 1’absorption intestinale (Empey et coll., 1992;

Felemovicius et coll., 1995). Un pré-traitement combiné vitamine E / sélénium proteége
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¢galement les villosités intestinales de 1’effet des rayonnements ionisants, mais a nouveau les
auteurs ne nous renseignent pas sur l’effet de ces traitements sur la régénération et la
prolifération épithéliale (Mutlu-Turkoglu et coll., 2000). Un prétraitement avec un extrait de
Podophyllum hexandrum a montré également un effet protecteur en augmentant la survie
d’animaux irradiés a des doses létales. Cet extrait végétal agit notamment en induisant les
défenses anti-oxydantes au niveau de ’intestin gréle (Mittal et coll., 2001). D’autres travaux
ont montré un effet protecteur au niveau intestinal, notamment un traitement par le beta-
caroténe (Kurabe et coll., 2002). L’ensemble de ces travaux montre que les stratégies
thérapeutiques préventives anti-oxydantes limitent les atteintes de la muqueuse intestinale, il
est cependant difficile d’apreés les travaux publiés de savoir si ces facteurs restaurent
I’équilibre prolifération, apoptose et différenciation régissant ’homéostasie é€pithéliale. De
plus, ces travaux ciblaient un des ¢léments du systéme de défense anti-oxydant sans connaitre
la réponse globale du réseau de défense anti-oxydant, et ainsi ils ne déterminaient pas la cible
thérapeutique la plus appropriée. Notre étude des modulations radio-induites de la capacité
anti-oxydante de la muqueuse a révélé une faible induction dans les temps précoces par les
rayonnements et au contraire une modulation importante de fagon plus tardive. Nous avons
démontré qu’une partie de ces modulations sont dues a 1’état inflammatoire de la muqueuse.
Nous avons exclu expérimentalement la possibilit¢é de modifications des défenses anti-
oxydantes par simple variations de 1’état de régénération de 1’épithélium. Nous n’avons pas
démontré quels facteurs modulaient les SODs et les MTs. Un traitement PEG-CAT nous a
permis d’affirmer que la diminution de la catalase est délétere pour la structure de la
muqueuse. Ainsi la forte déplétion observée concernant un des ¢léments du systeme de
défense est une des causes de 1’atteinte structurale. Le mode d’action du traitement PEG-CAT
n’est pas connu, comme il ne module pas la prolifération du tissu, donc la régénération de la

mugqueuse, il pourrait agir par le biais d’une inhibition de I’anoikis a 1’apex des villosités. Le
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traitement pourrait inhiber ce phénoméne d’apoptose et ainsi permettre d’allonger
artificiellement le temps nécessaire a la régénération de I’épithélium.

Nous avons démontré que I’apoptose est nécessaire pour reconstruire un épithélium
différencié et fonctionnel. De plus, nous avons établi que les altérations des mécanismes de
défense anti-oxydante sont en partie responsables des atteintes structurales. A la vue de
I’ensemble de nos résultats, les stratégies thérapeutiques visant a recoloniser I’épithélium par
induction de la prolifération nous semblent étre des stratégies thérapeutiques favorables
puisque nous avons démontré expérimentalement que les cellules irradiées survivantes
deviennent fonctionnelles. Le travail de cette thése s’est concentré sur les effets des
rayonnements au niveau de I’épithélium. Les rayonnements ionisants ont pour cible majeure
les cellules a renouvellement rapide, mais ils modifient également les cellules quiescentes
comme celles du mésenchyme. En conséquence, une étude plus globale est maintenant
nécessaire afin de comprendre si les altérations radio-induites du mésenchyme ont un effet
délétere sur la différenciation épithéliale. Le changement de I’environnement épithélial peut
modifier dans la durée la différenciation de I’épithélium et donc maintenir une fonctionnalité

intestinale altérée.
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Discussion générale et perspectives

Ce travail de thése pourrait conduire a une étude plus approfondie des altérations du
dialogue épithélium/mésenchyme apres irradiation et leurs conséquences sur la différenciation
¢épithéliale. Le role des myofibroblastes sub-épithéliaux semble décisif dans 1’induction et le
maintien de la différenciation des cellules épithéliales (Fritsch et coll., 2002; Madison et coll.,
2005).

Tout d’abord [I’utilisation d’un modéele de coculture cellules épithéliales/
myofibroblastes sub-épithéliaux pourrait étre entrepris. Cette approche expérimentale nous
permettrait de mettre en évidence si les myofibroblastes irradiés modulent de fagon directe la
capacité de différenciation entérocytaire. Dans le cadre du travail de thése nous avons
démontré que 1’étude de marqueurs comme les intégrines, 1’alcaline phosphatase ou des
facteurs de transcription comme GKLF représentent de bons outils d’étude de la capacité de
différenciation. Si cette approche s’avere fructueuse, ce modele permettrait de rechercher les
acteurs de ce dialogue. Dans la littérature plusieurs acteurs semblent nécessaires : la voie Wnt,
la voie Shh, les BMPs, le TGF-B1 (Dignass et coll., 1994; Apelqvist et coll., 1997; Fritsch et
coll., 2002; de Santa Barbara et coll., 2003; Haramis et coll., 2004; Madison et coll., 2005).
Plusieurs modeles de myofibroblastes pourraient étre utilisés : la lignée 18Co issue du colon
(Valentich et coll., 1997), ou alors des cultures primaires de myofibroblastes issues de
biopsies humaines déja présentes au laboratoire. L’utilisation de cultures primaires de
myofibroblastes permettrait de choisir 1’origine anatomique de I’intestin comme le jéjunum ou
le colon et de déterminer si des différences existent. Ces deux types de myofibroblastes
peuvent étre associés a la lignée épithéliale T84 (Hinterleitner et coll., 1996; Willemsen et
coll., 2002) ou a la lignée HT-29. L’utilisation de stratégies anti-sens permettrait de cibler
spécifiquement les protéines du dialogue épithélium/mésenchyme comme les BMPs ou le
TGF-B1. Nous avons démontré une implication importante de 1’état inflammatoire de la
muqueuse dans 1’altération des défenses anti-oxydantes. Cet aspect pourrait également étre
¢tudié par ’intermédiaire de ce modele en introduisant un troisiéme type cellulaire, soit des
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lymphocytes, soit des macrophages ou soit des neutrophiles isolés a partir de muqueuse
d’animaux irradiés (Kaoutzani et coll., 1994; Nusrat et coll., 1997). Ce modele expérimental
permettrait de déterminer si les cellules immunocompétentes exercent un rdle dans le
mécanisme de différenciation en modulant ou non 1’état redox.

Par la suite, une approche in vivo pourrait étre entreprise afin d’étudier ce dialogue dans
un environnement plus complexe. Tout d’abord, cette étude pourrait rechercher si les
myofibroblastes entrent en apoptose ou si leur capacité de prolifération est modifiée par
I’irradiation. Puis dans un deuxiéme temps, une étude des modulations radio-induites de
I’expression génique des myofibroblastes et des cellules épithéliales pourrait étre entreprise
par la technique de micro-dissection laser et RT-PCR en temps réel. L’utilisation de cette
technique dans le cas de la capacit¢ anti-oxydante de I’épithélium de souris avait été
envisagée. Des premiers essais ont été réalisés et ont montré la faisabilité de cette technique
concernant la micro-dissection de I’épithélium de souris. Cependant, la technique de micro
dissection laser doit étre corrigée afin d’améliorer la qualité des ARNm. Parmi les voies de
communication inter-cellulaire décrites pour exercer un rdle dans la différenciation, les voies
Shh et Wnt pourraient étre analysées in vivo par des modeles de souris KO (Barker et coll.,
1999).

Les myofibroblastes irradiés pourraient altérer de fagcon non équivalente la
différenciation des lignées épithéliales et ainsi moduler la fonctionnalité de I’épithélium.
L’utilisation de la lignée HT-29 ne nous a pas permis I’étude de la différenciation des autres
types cellulaires constituant 1’épithélium intestinal, comme les cellules sécrétrices et les
cellules endocrines. Des données récentes nous montrent que des acteurs distincts sont
impliqués dans la voie de différenciation des lignées sécrétoires par rapport aux entérocytes
(Schonhoff et coll., 2004). Au sein du laboratoire, il a ét¢ démontré que I’irradiation induit
une augmentation des cellules endocrines a la substance P et a la neurotensine (Lehy et coll.,

1998). Ainsi l’irradiation exercerait un role différent selon le type de différenciation
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épithéliale et donc pourrait altérer de fagon spécifique la différentiation de ces types
cellulaires. L’étude des acteurs de la différenciation endocrine (Notch, Mathl, NGN3,
BETA2, Pax 4, Pax 6) pourrait étre envisagée apres irradiation. L’utilisation de modeles
animaux expérimentaux déficients pour ces ¢éléments de la différenciation endocrine
permettrait de caractériser leur implication dans les altérations radio-induites observées.

Ces études ont pour but I’analyse des modifications radio-induites des éléments de la
mugqueuse intestinale, elles nous permettraient de découvrir de nouvelles pistes thérapeutiques
facilitant la reconstitution d’un épithélium structurellement et fonctionnellement sain. La
compréhension de la réponse globale de la muqueuse pourrait permettre d’agir sur plusieurs

cibles cellulaires afin de potentialiser les effets bénéfiques des traitements.
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