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PROBLEMATIQUE

Les travaux de cette these s’inscrivent dans un partenariat!'émstgut Gustave Roussy
(IGR), I'Institut de Radioprotection et de Sdreté Nucléaire NR& la faculté de Médecine
de Paris Xl (Unité Propre de I'Enseignement Supérieur, UPREZ7ELQ). Les travaux sur
les tissus sains ont été initieés et financés par I'RSN répomadantissions de I'RSN en
termes de radioprotection médicale. La recherche translatieriiegit une place primordiale
au sein de I'IGR afin dappliquer précocement les acquis récdatsla recherche
fondamentale pour I'amélioration de la prise en charge des pd#agteentation du controle
tumoral et réduction des toxicités radio-induites).

La radiothérapie exclusive (traitements des tumeurs en plposjppératoire adjuvante
(prophylactique) a comme principal objectif le contréle tumoral kgional. L'existence
d’'une relation entre la dose délivrée et la sévérité des catiplis selon une courbe
sigmoide dose-effet est depuis tres longtemps reconnue en radgith@ralthusen, 1936).
Chronologiquement, différentes hypothéses ont été émises afin diexpliorigine et le
maintien de la fibrose radio-induite : origine strictement vaseutians les années 60 (Rubin
and Casarett, 1968), origine stromale dans les années 80 (Wittadrs 1380), et origine
épithéliale dans les années 2000 (Dorr and Hendry, 2001). Depuis, lesamésatissulaires
impliqués dans la genese et le maintien des toxicités radioesdmipliquent différentes
théories, avec différents acteurs cellulaires, qui sont probablemeriebagse aux autres.

Le développement de stratégies anti-fibrosantes en radiothésgies limité et suscite peu
d’engouement. Cependant, les effets secondaires radio-induitss tpedivent affecter la
gualité de vie des patients en rémission complete. Par ailleurs, un de$sobgsctincologues
radiothérapeutes est d’obtenir un véritable effet difféerentiehpeutique (dose élevée pour
un contrble tumoral maximal associé a un taux de complicatiodisegarnul). La recherche
de cet effet différentiel en radiothérapie est omniprésents atdiiellement vaine. Plusieurs
stratégies peuvent étre envisagées pour acquérir cet effétetiel. Le premier est
d’augmenter la dose totale dans le volume cible afin d’acciteittentrdle tumoral (exemple
du cancer du sein — (Arriagada et al., 1985)), cependant, ceci se faétriment des tissus
sains malgré I'apport des nouvelles technologies de radiothétbfi (..). Toutefois, les
doses élevées nécessaires au contrdle tumoral engendrent des pbémentaxicité aigué
par Iésions directes de I’ADN (simple et double brins), la produdtiespeces oxygénees

réactives toxiques pour les cellules tumorakds pour les cellules des tissus sains.



L’interaction des rayonnements ionisants avec les tissus pgemdner a terme des toxicités
tardives, conséquence nondes lésions aigues. Le développement de ces séquelles constitue
un facteur limitant a 'efficacité de la radiothérapie, @t malgré I'optimisation balistique et
technologique de la radiothérapie. La seconde stratégie la plaseestet appliquée
actuellement en clinique est d’associer a la radiothérapie ggggsasensibilisants qui vont
accroitre 'effet de la radiothérapie (par exemple, radio-ih@rapie des cancers du col
utérin - (Rose et al., 1999)). Enfin, une approche thérapeutique innoeaaitedsaugmenter
cet effet différentiel tant recherché en radiothérapie diantlces nouveaux outils
technologiques a des outils de biologie moléculaires visant a irbgeoies de signalisation
de fibrose. Au cours de ces dernieres années, plusieurs étud@squeslet cliniques ont
proposé des traitements anti-fibrosants sur la base de molémtiesflammatoires,
vasculotropes ou anti-oxydantes (revue dans (Delanian and Lefaix, 20Qiry élal., 2000).
Seule la Super Oxide Dismutase (SOD), découverte dans les &m@esfut un traitement
prometteur et a vu son développement impossible en raison du risquensimigsion
d’encéphalopathie spongieuse d’origine bovine (Baillet et al., 1986; @elaial., 1994).
Depuis, de nouvelles thérapies ont émergées telles que I'association FiinxifVitamine

E (Delanian et al., 1999; Delanian et al., 2003; Delanian et al., 280&)utefois, tres
controversées dans le monde médical par non reproductibilité deffetiranti-fibrosant
(Gothard et al., 2004).

En raison d’'une efficacité actuellement peu probante desniexits sus-décrits et malgreé les
progres technologiques de la radiothérapie, les missions de radidprotecédicale
convergent naturellement avec les besoins de la radiothérapie.ddpais 1999, les travaux
de I'équipe du laboratoire UPRES EA 27-10 portent sur la compréhesissomécanismes
impliqués dans la genese et le maintien de la fibrose radio-indtestinale dans le cadre de
la recherche translationnelle de l'Institut Gustave Roussin dine, de développer des
traitements anti-fibrosants. A I'échelle moléculaire desuisprovenant des entéropathies
radio-induites d’origine humaine, les premiers travaux ont mis enndadd’'une part une
dérégulation de la voie Rho/ROCK et une surexpression de CTGF (@Qwané&cssue
Growth Factor). Parallélement, I'équipe de Heusinger-Ribeiro avaiten évidence un lien
entre la voie Rho/ROCK et le CTGF dans la fibrose rénale igthest al., 2001; Heusinger-
Ribeiro et al., 2001).

Partant de ces constatations, nous nous sommes demandés dans urigmgmigil existait
un lien entre cette voie de signalisation et le CTGF, puisheiFROCK/CTGF pouvait étre

impliqgué dans le maintien du phénotype fibrogénique des cellules de efilissses



d’entéropathies radio-induites. L’objectif était d’explorer ainsitec voie de signalisation
nouvellement décrite dans 'implication de la fibrose afin dg@ser une nouvelle approche
thérapeutique de la fibrose radio-induite. Nous allons montrer sivaessit que cette voie
de signalisation Rho/ROCK/CTGF est impliquée dans le maintida filerose radio-induite
dans différents modeles cellulaires du compartiment mésenchyniatétro. Sa modulation
pharmacologiquen vitro, ex vivoet in vivo conduit & une régression de la fibrose radio-
induite constituée et permet d’envisager une thérapie ciblée innalamdde traitement des
fibroses radio-induites. L’ensemble de ces travaux nous a condaitmese en place d’un
essai clinique de phase Il portant sur les fibroses cutanées et sous-capaggeadiothérapie
de la sphere ORL.

Parallelement, nous avons également étudié si le microenvironnenmeatricé
extracellulaire) jouait un réle dans le maintien de la fibros@io-induite. Alors que
'expression des facteurs de croissance est précoce et souaesitotre, la matrice
extracellulaire quant-a elle est permanente pouvant ainsi jouedle dans le maintien du
phénotype fibrogénique, favoriser I'adhésion des cellules de fib&se,un réservoir de
facteurs de croissance et de cytokines pro-fibrosants et nédigéponse aux rayonnements

ionisants (Barcellos-Hoff and Costes, 2006).
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FIBROSES RADIO-INDUITES

Différentes théories impliquées dans la genese et le maintienlddibrose radio-induite

Contexte génétique : radiosensibilité individuelle

L’exposition des tissus aux rayonnements ionisants engendre dess ldgiectes de '’ADN
(simple et double brins), la production d’espéces oxygénées reéatiixigsies pour les
cellules tumorales mais également pour les tissus saineajadlors que les parameétres
d’irradiation correspondent aux normes préconisées, certains pat@ritsiévelopper des
toxicités aigues plus importantes. Il existe donc des factetinsseques de radiosensibilité
qui conduisent a des réactions aigues plus ou moins importantes (Banttévergaard,
1994; Bristow et al., 1996; Gatti, 2001; Morgan et al., 1968). Depuis de nasebrannées,
la réparation défectueuse de I’ADN est incriminée dans la genesexait®s$ aigues, tels que
les patients porteurs d’'une mutation homozygote d’ATM (syndromex@at@langiectasie)
(Morgan et al., 1968; Shiloh, 2003). Ces patients vont développer des |ésioes r@dio-
induites séveres mettant en jeu leur pronostic vital. L'impbtcatie ces mécanismes dans les

processus de fibrogénése reste cependant a étre démontrée.

Mécanismes épigénétigues

Par définition, les toxicités radio-induites aigués surviennent pénelaau décours de
lirradiation (< 6 mois aprés la fin du traitement). Quant auxicttes tardives, elles
surviennent au-dela de 6 mois apres la fin de la radiothérapie dearkKogel, 1993).
Differents modeles mécanistiques ont été jusqu’a présent défirtsd expliquer cette

physiopathologie (Barcellos-Hoff and Costes, 2006; Denham et al., 2001).

Théorie de la cellule cible : effet direct des rayonnements ionisant

Le compartiment incriminé dans ce modéle est le compartimehgééai. Les complications
tardives seraient la conséquence de lésions précoces ulcésdivg®s. Leur survenue
dépend du type histologique et du renouvellement cellulaire du tiasigirrI’expression des

toxicités apparaitrait lorsque les cellules entreront de nouveau en mitose.
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Effets indirects des rayonnements ionisants :

Théorie de I'effet bystander :

L’effet by-stander traduit I'effet des rayonnements ionisamtsies cellules qui n’ont pas été
directement exposées a ces rayonnements. Ces effets vont lesecaniduinort cellulaire ou
a l'instabilité génétique et/ ou anomailes chromosomiques. Cds p#avent se produire a
proximité ou a distance du territoire irradié, dont le mécaniengus probable serait une
transmission d’un signal des cellules irradiées aux cellulesrraaiées (Azzam et al., 2004;
Hamada et al., 2007; Hei, 2006; Kassis, 2004; Mothersill and Seymour, 208dn#at al.,
1954).

Théorie «consequentidhte effect »

Effets des facteurs paracrines produits lors de I'exposition idegstaux rayonnements
ionisants tels que les facteurs vaso-actifs (angiotensineld substance P), les facteurs pro-
coagulant (thrombine/thrombomoduline) impliqués lors de la rupture diigudu systeme
de coagulation, les médiateurs inflammatoires (radicaux libre@nhine, prostaglandines),
les cytokines pro-inflammatoires (TNFE-IL-1, IL-8, IFN-y) et les facteurs de croissance
profibrosants (TF@1, CTGF).

Théorie des effets fonctionnels :

Effets non létaux qui ne peuvent pas étre classés dans les 2rpsedissses. Il s’agit de la
combinaison de divers processus d’activation cellulaire, en paticdes cellules
endothéliales avec induction des molécules de l'adhésion (ICANECAM, E-selectine)
permettant le recrutement des leucocytes ; de la dédiffétiencides cellules musculaires
lisses en cellules productrices de matrice extracellulaite jla transdifférenciation des
fibroblastes en myofibroblastes ; et enfin de la sénescence prématuree.

Ces effets se développent de fagon concomitante et convergent poiutueoietcicatrice
radio-induite qui ne peut alors se concevoir que comme la somme destiaotes entre les

différents types cellulaires de I'organe touché.
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Réponses moléculaires, cellulaires et tissulaires aux rayonnemesé&hterau cours du

temps (Bentzen, 2006)
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Histopathologie de la fibrose radio-induite

Au sein du laboratoire UPRES EA27-10, nous nous sommes initialemergsgégé aux
mécanismes physiopathologiques et moléculaires impliqués darenti@opathies radio-
induites afin de développer puis de proposer des nouvelles cibles thignape anti-

fibrosantes.

Chaque année, environ 30 000 patients sont traités par radiothérapianmRarmi ces
patients, 40 a 60% d’entre eux présentent des symptébmes de dgsfoectent intestinal
radio-induits de grade 1-2 (CTCAE v.3.0) survenant a distance de lthegdipie (au-dela de
6 mois) (Letschert et al., 1994; Yeoh et al., 1993a; Yeoh et al., 1995;eYabh1993b). Ces
symptomes sont le reflet d’'une histopathologie particuliére, I'ep&thie radio-induite,
séquelle de la radiothérapie de la sphére pelvienne. Seule umgiténid’entre eux

développent des toxicités seévéeres de grade 4 (échelle CTCAEDGID, 2006), environ 5
a 10% patients irradiés pour des cancers du rectum, 3 a 7% desepdtiaivées pour des

cancers gynécologiques.

Dans les conditions physiologiques, la cicatrisation en réponseraumatisme est une étape
essentielle permettant la conservation de la fonctionnalité dgatierlésé. Cependant, cette
cicatrisation peut parfois étre anormale, conduisant soit a uteegesubstance (ulcération,
fistule) soit a un excés de cicatrisation (fibrose). Différentsiexieellulaires vont participer a
ce processus de cicatrisation tels que I'activation des différeétliateurs de la coagulation,
cellules et facteurs solubles de la réponse inflammatoire.i, Aengproduction locale de
cytokines, de chemokines et de facteurs de croissance contribaerégdnération de
I'épithélium et & la formation du tissu de granulation conduisantidérisation. La perte de
substance est compensée par la sécrétion de matrice ewtaaree(MEC) par les fibroblastes
et cellules musculaires lisses activés transitoirement yofibnoblastes. Une fois le tissu
reconstitué, ces derniers sont ensuite éliminés par apoptose (Enéeafe rétrocontrole)
(Desmouliere et al., 1995).

Le processus cicatriciel en réponse aigue a une dose unique et obonriee de

rayonnement ionisant peut étre partiellement assimilé au procdssugatrisation post-
traumatique. Cependant, la cicatrisation radio-induite posséde defce@gdntrinséques
dues a la nature des lésions induites par les rayonnements iolfi3anteam and Hauer-
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Jensen, 2002; Rodemann and Blaese, 2007). Ces derniers engendrent laopratucti
radicaux libres ayant des effets délétéeres immédiats pswellules entrainant succinctement
() des dommages a I'ADN, (ii) une activation des médiateursladeoagulation et
modification des cellules endothéliales (sans interruption des aalssanguins) associés a
une vasoconstriction, (iii) une inflammation avec augmentation dertagabilité vasculaire
et vasodilatation, (iv) des dommages épithéliaux associés a population des cellules
épithéliales et (v) a une perte de la fonction de barriere eledes de la membrane basale.
L’ensemble de ces processus conduit a une inflammation majogeasa un retard de la

ré-épithélialisation. En réponse aux rayonnements ionisants délivdése fractionnéde

2Gy/ fraction pour une dose totale de 54-66Gy, cette inflammagorble étre moindre en
intensité. Elle est majeure aprés 2 semaines de traitemsméguesse de facon significative
entre 2 et 6 semaines alors que l'irradiation se poursuit elequeatients développent leur

symptomatologie en fin de traitement (Hovdenak et al., 2000).

Modele d’étude : L’entéropathie radio-induite.

L’intestin gréle est un systeme complexe constitué d’'un vaseawéd’interactions multi-
tissulaires, multicellulaires. Avant d’envisager plus avant queteuesc cellulaires et
mécanismes moléculaires sont impliqués dans la fibrose radio-induést important de
constater I'architecture de cet organe est complexe, comges#iférents acteurs cellulaires
pouvant participer au processus de fibrose. L’altération de cet agamicdécrit ci-dessous
va conduire a une altération des fonctions de [lintestin gréle, redpessde la

symptomatologie des entéropathies radio-induites.

Anatomie et Physiologie de l'intestin gréle

Le tube digestif est constitué successivement de I'cesophagiemarc, l'intestin gréle, le
colon et enfin le rectum. L'intestin gréle s’étend du pylorecalon et est constitué par le
duodénum suivi du jéjunum-iléon (longueur totale 5-6 métres). Le segmteat(duodénum,
24-30 cm) a un trajet horizontal pour former un angle droit descemddnit place a un
segment moyen et distal mobile (jéjunum-iléon) replié sur lurmén une quinzaine d'anses
intestinales. Ces anses intestinales, situées a I'étagem&soseolique et de longueurs
variables (20 a 40 cm), sont soutenues par le mésentéere (méso)fgunecles vaisseaux et

les nerfs.
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L'intestin gréle assure le transit intestinal grace a uneigiétintrinséque pourvoyant a la
fragmentation du bol alimentaire (mouvements de segmentation), amgeélles aliments
avec les sécrétions pancréatiques et biliaires (mouvements atecdraknt) et enfin, a la
progression du bol alimentaire tout au long de lintestin (mouvemeridtafigques). Par
ailleurs, I'étendue des anses intestinales représentent uneesdié&hange considérable
permettant ainsi la digestion et I'absorption des aliment® gréx 1- valvules conniventes
(replis circulaires macroscopiques), 2- villosités intestingdeaginations de la muqueuse) et
3- multitude de microvillosités a la surface des entérocyten,H'intestin gréle est une

véritable barriére physiguentre l'intérieur et I'extérieur a lI'entrée d’'agents patmage

assurée par la muqueuse intestinale.

Histologie de I'intestin gréle

La paroi intestinale se constitue d’'une muqueuse, d’'une sous-muqueusandaaudeuse et

d’'une séreuse.

Muqueuse intestinale constituée en 4 parties :

- Villosités intestinales :Chaque villosité comprend un épithélium de revétement et un axe
conjonctif. Elles sont recouvertes d’'un épithélium simple constitu8 pgres cellulaires : les
entérocytes, les cellules caliciformes et les cellules entéro-émeks.cr

Les entérocytes présentent a leur pble apical un plateafostnés de microvillosités. Ils ont
pour fonction d’assurer l'absorption des aliments du bol alimentaires. dellules
caliciformes protége I'épithélium contre les enzymes intradales en secrétant de grandes
guantités de mucus constituant ainsi une réelle barriere progectrimique. Les cellules
entéro-endocrines, quant a elles, sécrétent des hormones impliquéés dgugation de la
physiologie intestinale.

- Glandes de Lieberkiihn: sont des glandes en tube droit serrées dans la partie profonde du
chorion qui s'ouvrent dans la lumiere intestinale entre les vilkodiibes sont recouvertes
d’un épithélium glandulaire composé par les

Cellules de Paneth, les cellules souches et ses précursdluieqqeeu différenciées), les
cellules différenciées quiescentes (cellules caliciformi&re-endocrines et des entérocytes).

Ainsi, cette organisation permet une régénération en continue déndlapit : les cellules
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souches produisent les cellules peu différenciées qui vont migmrdele I'axe villositaire

en se différenciant progressivement (temps d’un cycle de régénération : 6 $).7 jour

- Le chorion ou axe conjonctivo-vasculaire des villosités : contient une micro-\aisation
artério-veineuse, un réseau complexe de vaisseaux lymphatiqueguares macrophages,
des polynucléaires neutrophiles et des lymphocytes participanfaddtion immunitaire. I

est majoritairement constitué de matrice extracellulairelee cellules mésenchymateuses
(myofibroblastes sub-épithéliaux).

- La musculaire muqueuse composée de 2 couches minces de cellules musculaires lisses,
1- une couche interne avec une orientation circulaire ; 2- une coutdree=x’orientation

longitudinale.

La sous-muqueuse.

Composée par un tissu conjonctif dense comprenant des fibres dermlidge adipocytes et
des vaisseaux sanguins et lymphatiques. Elle permet la propulsion @linbehtaire en
assurant le mouvement de la muqueuse par rapport a la musculeusee Dart, elle
participe a la contraction des cellules musculaires lisséa drisculaire muqueuse par des

fibres nerveuses non myelinisées (plexus de Meisner) (Graham, 1995).

La musculeuse.

Elle est formée de deux couches musculaires, 1- une couche prawvedeorientation
circulaire et 2- une couche externe d’orientation longitudinale. Laifonmotrice de cette
couche musculaire est assurée par, d’'une part les plexus dAle(fiares nerveuses
sympathiques et parasympathiques) et d’autre part, les calkil€gjal permettant ainsi une

contraction spontanée et autonome des cellules musculaires lisses (Thunabei§@5).

La séreuse

Mince couche de tissu conjonctif constituant le feuillet viscéral péritondahtdstin gréle.

Les plaques de Peyer

Formations lymphoides s'organisant en vastes plages principalemdistexcdans la partie

terminale de l'iléon.
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L'entéropathie radio-induite

L’entéropathie radio-induite est caractérisée par un excegpiit de matrice extracellulaire
au sein de la muqueuse, de la sous-muqueuse, la muscularis propria stise. Ainsi,
cette accumulation de MEC (principalement collagene | efBtkes et al., 2000) accroit
I'épaisseur de la sous-muqueuse et de la musculeuse conduisarusesitknt a la sclérose
intestinale. Cette hyperplasie s’accompagne d’'une atropkieutees couches de l'intestin
(musculeuse, muqueuse, séreuse...), et d’'une réduction du nombre de iotgstasales.
L'ensemble de ces modifications tissulaires aboutissent progeesmit a la perte de
fonctionnalité de lintestin. Cet exces de MEC va progressimendeminuer I'élasticité
tissulaire, altérant ainsi le glissement de la muqueuse sunukculeuse avec comme
conséguence initiale, I'absence de progression du bol alimentairégugdkision intestinale.
Les Iésions d’entéropathie radio-induite sont réparties de facénopgéhe au sein du tissu
avec d’autres lésions associées a cet exces de dép6t deddEfli : infiltrat inflammatoire
autour des micro-vaisseaux, région tissulaire hypo-cellulairectee en collagene, cedeme
tissulaire, ulcérations de la muqueuse intestinale... Ces lésiongsiques et lentement
progressives (fibrose et vascularite) entrainent une obstructianldmikre intestinale avec
une dilatation en amont, responsables d’ulcérations voire perforatistiate et syndrome

occlusif.

De la cicatrisation physiologique aux complications tardives intestirt la radiothérapie (Rieder et
al., 2007)

> ‘fd Physiological
wound
healing

Proliferation, migration
and matrix synthesis

S

Fibrosis

Increased proliferation,
migration and matrix
synthesis

Fistula
formation

Reduced migration
and matrix synthesis

18



Modele d’étude : La fibrose pulmonaire radio-induite

Anatomie et Physiologie pulmonaire

Le poumon comporte 2 secteurs anatomiques : l'arbre bronchique (dacteédra la
bronchiole) et le poumon périphérique (de la bronchiole terminale dola@jvdé s’agit de 2
secteurs continus mais différents par leur structure histologijueur fonction. Ne sera
abordé dans cette section que le poumon périphérique dont la prin@peat®rf est de
permettre les échanges gazeux avec comme unité fonctionnéldselee lobule pulmonaire
primaire ou acinus pulmonaire.

Un acinus est constitué d'une bronchiole respiratoire donnant naisg&aBca 6 canaux
alvéolaires. Chaque canal alvéolaire lui méme se divise 208.3Ghaque canal alvéolaire

final s’ouvre au niveau de I'atrium sur 2 ou 3 sacs alvéolaires.

Histologie pulmonaire

Zone de conduction : la bronchiole terminale

Il s’agit de ramifications plus fines de I'arbre bronchiques ni@e inférieur a 1 mm)

revétues d'un épithélium cylindrique simple fait de cellules esliqui sont progressivement
associées au niveau des bronchioles terminales a des celldles@de. Ces derniéres sont
des cellules pyramidales dont le pdle apical est doté de miosmék. Cet épithélium est

apposé sur un chorion riche en fibres élastiques, puis sur une couche musculaire.

Zone de transition : la bronchiole respiratoire
Cette zone est extrémement vulnérable de part sa situatiorg &sdien entre les voies de
conduction et les échanges gazeux. Leur structure histologiqueéeatjue a celle de la

bronchiole terminale avec un chorion qui contient des cellules musculaires dispersée

Zone d’échanges gazeux : I'acinus pulmonaire (ou lobule pulmonaireip)ret la barriere
alvéolo-capillaire

Chaque alvéole, d'un diameétre de 200um, est tapissée par un épith®aotaire, séparée
les unes des autres par un interstitium riche en réseau capillaire.

L’épithélium alvéolaire se compose de 2 types de cellules :
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- Les pneumocytes de type | : recouvrent 97% de la paroi alvéetaitent le réle principal
est de constituer une barriére protectrice de I'alvéole perméable aux gaz.
- Les pneumocytes de type Il : produisent et sécretent lectamfapulmonaire, riche en

eléments protidiques et en phospholipides.

La fibrose pulmonaire radio-induite

Le poumon fait partie des tissus sains dont les contraintes dealaisun réel facteur limitant
lors d’'une irradiation thoracique. Afin de limiter le développementceg fibroses, des
modeéles mathématiques ont été développés afin de mieux les apprdblsngiee la distance
maximale tolérée « central lung distance » (CLD), la doseenm@y pulmonaire (mean lung
dose, MLD) le pourcentage de dose dans un volume donsag,)Vet « normal tissue
complication probability » (NTCP) (Emami et al., 1991a; Emanalet1991b; Gagliardi et
al., 1996; Neal and Yarnold, 1995).

La fibrose pulmonaire est un processus pathologique chronique, conduisargimapbies
modifications radiologiques (grade 1) a une insuffisance respeatbronique nécessitant
une assistance ventilatoire assistée (grade 4) (DCTD, 2006keEdenstitue d’'une alvéolite
associée a un exces de dépb6t de matrice extracellulairag@ad, fibronectine). Un des
modeles de fibrose le plus étudié chez 'homme est la fibroseopalre idiopathique (FPI)
ou la présence de myofibroblastes et fibroblastes en agrégatgpsidtiaux, ou « foci
fibroblastiques » est considérée comme éléments diagnostiqlesEe Ces aggrégats sont
responsables de la perte de la fonctionnalité pulmonaire (Capron, 199Roungen et al.,
1990). Toutefois, les mécanismes d’activation et de progression tee peghologie sont
encore mal connus.

La réponse inflammatoire aux rayonnements ionisants a été Igsyteonsidérée comme
élément initial de la fibrose pulmonaire. Toutefois, il a égemément montré qu'il est
possible de dissocier la réponse inflammatoire de la réponsedumdBarbarin et al., 2004;
Huaux et al., 1998). En effet, lorsque des souris transgéniques IL1@ui&Ekcsont traitées
avec de la silice par instillation, elles développent une importafitenmation pulmonaire
sans réponse fibrotique majeure par rapport aux souris « wild-typette. constatation a été
également démontrée par Munger et al dans un modele de fibkeseycine-induite
(Munger et al., 1999), ou les souris intégring6- déficientes présentaient une inflammation

sévere sans constitution de fibrose pulmonaire.
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De la cicatrisation physiologique a la fibrose pulmonaire idiopathique (Selrahn2001)

Fibrosis and Impaired
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Acteurs de la fibrose : Modeles mécanistiques épigénétiquessdeffets tardifs

Réponse tissulaire aux rayonnements ionisants

Les mécanismes physiopathologiques impliqués dans la genése @nteemnde la fibrose
radio-induite restent encore incompris. Plusieurs hypothéses ommésé€s reposant sur
différents acteurs cellulaires. Cependant, tout organe est condgtudifférents types

cellulaires impliquant par conséquent des mécanismes intrinsequementuiés ées< autres.

Réle du systéeme inflammatoire et immunitaire

L'irradiation des tissus engendre une réaction inflammatoireoped qui permet le
recrutement des cellules :
(i) impliguées dans le processus de cicatrisation des ulcérggogsées par une perte plus ou

moins importante du compartiment épithélial et par dégradation de la matrexeetutaire.
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(i) de limmunité afin de lutter contre les agressions eetgds (telle que la flore
microbienne intestinale saprophyte devenant pathogéne au contacheditsdétissulaires
physiologiquement séparés par la barriere épithéliale et endoth@liahem (2004)).

Par la suite, cette réponse inflammatoire chronique, en réporsayonnements ionisants,
est associée a une activation du systeme immunitaire inné, aulparies lymphocytes T
CD4+ auxiliaires (ou T helper) et a une différenciation lymphaioy dépendante du micro-
environnement (Murphy and Reiner, 2002) : balance lymphocytes T-CD4+/Th1l et @R24+/T
Le profil CD4+/Th1l, caractérisé par une synthese d’interfer@RNy), d’interleukine-2 (IL-
2) et de TNFB, oriente la cicatrisation via la dégradation de collagenes veysuassus non
pathologique. Par contre, le phénotype polarisé Th2, caractériségpaécrétion d’IL-4, 5, 6,
10, 13 et de TQFL, est profibrosant conduisant la cicatrisation via une accumulation de
collagéne vers un processus pathologique (Wynn, 2004).

Le maintien de la fibrose serait en partie d0 a une réponse inéitoite chronique. Parmi les
facteurs entretenant ce processus pathologique, il a été, ddarns les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin, que la flore microbienmécp@ait au maintien de
cet état inflammatoire (Sartor, 2001). D’autres facteurs mt@d#&es de Il'inflammation
sembleraient étre également impliqués, tel que le Tumor NecFKagitora (TNF-0) et
I'Insulin-like Growth Factor (IGF) qui pourraient contribuer a Ergnnisation de la fibrose
intestinale par inhibition de la dégradation du collagéne (Thedisa.,e2005). D’autres
facteurs tels que le facteur de transcription ¥&#Fet la cytokine IL-B participeraient
également a la fibrose chronique colique (Lawrance et al., 2003). dij&#sences
d’expression de ces facteurs ont été également retrouvées darnsssles extraits
d’entéropathie radio-induites chroniques avec une augmentation geebsion de '’ARNmM
d’IL-1B associée a une diminution de celui de TiNf#ozenin-Brotons et al., 2004).

Réle du compartiment endothélial

Depuis les années 60, les Iésions vasculaires ont été incrircor@ese étant les dommages
responsables des complications tardives de la radiothérapied@afE998; Rubin and
Casarett, 1968) par augmentation de la perméabilité vasculargrdeeines telles que
'albumine et le fibrinogéne responsable d’'un dép6t de fibrine extudanedl conduisant a la
fibrogénése (Law, 1981). En plus de ces constations histologiques asciéniae été

réecemment observé que linteraction des rayonnements ionisants lase cellules
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endothéliales de la muqueuse intestinale induisaient leur apoptose. n@at cellulaire
précéderait et envoierait des signaux de mort aux cellules envitesn@aris et al., 2001).
Toutefois, ces travaux restent trés critiqués, en particuliepihet al. qui considére que la
repopulation des cellules de la crypte intestinale est extrénterapide, survenant dans les
24-48 heures suivant l'irradiation. Cette repopulation ne pourrait se daircas de lésions
séveres des cellules endothéliales (Suit and Withers, 2001). DeHglndryet al. suggere
gue cette cinétiqgue de la mort cellulaire en réponse aux rayontsemeisants (cellules
endothéliales puis cellules souches) restent a étre prouvée yHendd., 2001). Cette
hypothése est d’autant plus contestée suite aux travaux de Sehalequi met en évidence
gue les lésions radio-induites des cellules endothéliales ne sont pas respahsdBfeit des
cellules souches de la crypte intestinale, et par conséquent dopgéveent des symptémes
gastro-intestinaux radio-induits (Schuller et al., 2006).

En dehors de I'apoptose des cellules endothéliales, d’autres méesusisnt impliqués dans
la constitution des toxicités radio-induites : I'interaction desaspeadicalaires de I'oxygéne
(ROS) avec le compartiment endothélial. En effet, celles-ci vont entfginee modification
conformationnelle des cellules endothéliales (apparition de moléalibghésion et
inactivation de la thrombomoduline a la surface des CE) (Hallahah, €995; Jahroudi et
al., 1996; Rubin et al., 1985; Verheij et al., 1995; Ward et al., 1988; Zhdy £922), (ii)
une activation des médiateurs pro-inflammatoires, (iii) une produatiorue de thrombine.
Ce déséquilibre thrombine/ thrombomoduline va favoriser la production dgITGne
prolifération accrue de cellules musculaires lisses... L'engeahblces modifications aboutit
a l'activation accrue du systeme de la coagulation (« environngmegbagulant ») et d’'un
endothélium discontinu, responsable de la formation de micro-thrombus, puadudion
vasculaire et d’extravasation des leucocytes et des cellofesnmatoires au sein du
mésenchyme intestinal (Denham and Hauer-Jensen, 2002; Molla 20@8;, Molla and
Panes, 2007; Molla et al., 1999). Certaines complications tardives radio-induitegjuelles
télangiectasies, résultent de ces lésions endothélialesesiti@iotopoulos et al., 2007).
Cependant, ces dommages endothéliaux ne peuvent pas expliquer a eweasenidle des
effets tardifs radio-induits.
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Réle du compartiment épithélial

Le compartiment épithélial intestinal réagit en réponse awnrements ionisants selon la
« théorie de la cellule cible ». Au cours de ces dernieres snieseeffets secondaires des
rayonnements ionisants ont été structurés schématiquement en fatetimrganisation
tissulaire et des caractéristiques radiobiologiques des celléfges « cellules cibles »
(radiosensibilité, capacité de réparation de I'ADN, taux de praliion). Ainsi, les
complications tardives, dues a des effets précoces radio-induéteséont été décrits comme
étant la conséquence de la radiothérapie sur les tissus aufodd renouvellement cellulaire
(épithélium, moelle osseuse, micro-vascularisation) : « consequlatéaffect » (Dorr and
Hendry, 2001). Cliniquement, ils apparaissent dans les heures ou lesqioussiivent
lirradiation. Leur physiopathologie serait expliquée par la mort desleeltifférenciées, non
remplacées par les cellules provenant du compartiment pro gédéguit ou altéré par
lirradiation. Parallelement, les effets tardifs résulmmade I'interaction des rayonnements
ionisants avec les tissus a faible taux de renouvellementadedltissu conjonctif, cellules
du mésenchyme majoritairement quiescentes), ou l'expression demades apparaitrait
lorsque les cellules entreront de nouveau en mitose.

Dans le cas de lintestin gréle, son architecture est coéstid la fois de tissu «a
renouvellement rapide » et a la fois « a renouvellement lent madgqueuse intestinale est
recouverte a sa surface d'un épithélium, composé de cellules sodehegllules pro
génitrices et de cellules différenciées. Au sein dasdgs de Lieberkihn, ces cellules suivent
un gradient de différenciation ou les cellules souches, au fond geescivont donner
naissance, apres un processus de division asymétrique, a dews-édlbuleéa premiere va
rester au fond des cryptes et assurer la fonction de laecaikie ; la seconde cellule-fille va
Se mouvoir jusqu’au compartiment des précurseurs épithéliaux a dirapicke. L’irradiation
intestinale a dose unique et non fractionnée va non seulement interagiles cellules
différenciées de I'épithélium de recouvrement, a fort taux defgnation cellulaire, mais
également avec les cellules souches. En effet, ces deraremssition 4/5 de la glande de
Lieberkiihn sont plus radiosensibles que les cellules du compartinéearggur des cellules
épithéliales. Ainsi, I'apparition des toxicités aigues intemaadio-induites résulte a la fois
de la mort des cellules difféerenciées (physiologique, par desdiwsrmaturelle, et radio-
induite) et de la mort des cellules souches intestinales, redpessie I'atrophie villositaire
et des ulcérations intestinales (Potten et al., 1990). Ces syngpsdmietransitoires grace a la
restauration du compartiment épithélial par les cellules souektmntes (Potten, 2004). Par
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contre, le réle du compartiment épithélial est remis en questidegp#avaux de Hovdenak,
gui montre que les lésions aigues de I'épithélium régressenvuas de traitement, et ne
semblent pas étre I'agent causal des symptomes cliniques (Hovdenak et al., 2000).

Role du compartiment mésenchymateux

Le compartiment mésenchymateux tient un role essentiel danaifgien de la fibrose par
une activation chroniqgue des myofibroblastes et une synthese accrumattice

extracellulaire.

Myofibroblaste : acteur cellulaire principal de la fibrose radio-induite

Les myofibroblastes sont définis morphologiguement et immunologiqugraehéxpression
des protéines du cytosquelette (Powell et al., 1999a; b; Sappinp¥%l; Schmitt-Graff et
al., 1994).

- Modeéle cutané :Le modele physiopathologique le plus étudié reste celui de la dibros
cutanée avec la transdifférenciation des fibroblastes en praibbmoblastes puis en
myofibroblastes différenciés (Tomasek et al., 2002). Brievemenffjdroblastes du tissu de
granulation, de phénotype non contractile et non sécrétoire, vont en préseteasions
mécaniques acquérir le phénotype de proto-fibroblastes (constiudiords de stress
exprimant de [Il'actine cytoplasmique). Puis, la transdifféreiociatde ces proto-
myofibroblastes en myofibroblastes différenciés s’effectuerangpiésence d’au moins trois
facteurs : 1- persistance des tensions mécaniques, 2- accamdaflf GIB1 (sécrété par les
plaguettes, les macrophages et les cellules mésenchymatetideprésence de protéines de
la matrice extracellulaire issues d’'un épissage alternafibrtznectine ED-A (Tomasek et al.,
2002).
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Transdifférenciation des fibroblastes en proto- puis myofobrobld#fésenciés (Tomasek et
al., 2002)
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Proto-myofibroblast

Cesmyofibroblastes sont caractérisés par phénotypea la foiscontractile (cytosquelette
contractile composé de filaments intermédiaires de Vimentirigesmmine, et d’'un réseau
d’actinede novaparticulier caractéerisé par I'expression accrue d’alphaesimmuscle actin/
aSmA) et sécrétoire(production accrue des composants de la matrice extracellulaire, tels que
le collagéne) (Gabbiani et al., 1971). lls sont eégalement cas&stgrar leurs connexions
intercellulaires par des jonctions adhérentes et de type gap-junction (@alblaib, 1978).

Méme si l'origine de ces myofibroblastes reste encore débagpescellulaire distinct ou état
différencié (Eyden, 2001), il semblerait qu'elle soit multip(elinz et al., 2007).
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Les différents progéniteurs des myofibroblastes différenciés (Hiz, 007)

LOCALLY RESIDING MESENCHYMAL CELLS
differentiation
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Origines supposées des progéniteurs des myofibroblas

- Modele intestinal :

Au sein du mésenchyme intestinal sain, co-existent deux typasydébroblastes : les

myofibroblastes sub-épithéliaux (situés aux bases des crypéssiriates et dans la lamina
propria ; de phénotype V+/A+) et les cellules interstitiellesCdgal associées aux cellules
musculaires lisses (localisées dans la sous-muqueuse etclaecmuscularis propria ; de
phénotype V+ ou V+/Myosin+). La plasticité des cellules musasddisses (CML) varie en

fonction de leur environnement, des facteurs de croissance, des fioécasiques, des

interactions cellules-matrice extracellulaire et intduteres, et des médiateurs
inflammatoires afin de leur permettre d’acquérir différents plypest (Owens et al., 2004).
Par exemple, en présence de facteurs de croissance telse URGF (Platelet-Derived

Growth Factor), TGEL, IGF-I (Insulin-like Growth Factor-1) et 1I-4 (interleukine-4),sle
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fibroblastes et cellules musculaires lisses se transdiffimet en myofibroblastes (Rieder et
al., 2007).

Les cellules musculaires peuvent en effet acquérir, en réponse taumatisme, un
phénotype sécrétoire au dépend de leur phénotype contractile (Owans2604) avec une
prolifération et une migration cellulaire accrue. Dans le modelébrose intestinale radio-
induite développé au sein du Laboratoire, les CML issues d’intestle grdique ont un
phénotype similaire a celui des myofibroblastes différenciés, avec uressigor diminuée de

desmine et accrue de vimentine et actine (V+/D-/A+) (Vozenin-Brotorls 2083).

- Modéle pulmonaire :

Les myofibroblastes de fibrose pulmonaire expriment l'alpha-smoatbcle actin et la
vimentine, mais n’exprime pas la desmine, sauf les myofibraslastués plus en périphérie
et dans les territoires sous-pleuraux (Zhang et al.,, 1994). hasblastes quiescents se
transdifférencient en un phenotype de différenciation intermédiage une expression d’'une
activité télomérasique sans expression-8m Actin (Nozaki et al., 2000). Ensuite, ces

cellules intermédiaires se transdifférencient en myofibroblastésetfitfiés (Phan, 2002).

Réle des myofibroblastes

L’activation chronique des myofibroblastes participe a la péreinnsde la fibrose radio-

induite par:

1- la sécrétion accrue de protéines de la MEC telles qumllegenes de type | et Il (Eckes
et al., 2000; Powell et al., 1999b), glycoprotéines (Laminines — fibromectenascin,
Sparc/BM40 ; Thromspondine), protéoglycanes (glycosaminoglycanele hgaluronique,
héparane sulfate, chondroitine sulfate, perlecan) et enfin lesna®tdi remodelage matriciel
(MMP et TIMP).
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2- la sécrétion accrue de facteurs de croissance et darfagtlammatoires (Powell et al.,
1999b)

Description des facteurs de croissance et des facteurs inflammagmirégs par les
myofibroblastes (Powell et al., 1999b)

Cytokines Growth Factors Chemokines Inflammatory Mediators
IL-1 (178, 185, 240, 246) TGF-B (17, 25) 1L-8 (36, 178, 185) Phospholipase A; activating protein (185)
IL-6 (178,179, 185) CSF-1 (185) MCP-1 (36, 185, 236) PGE, (19)
TNF-« (185) GM-CSF (178, 185) GRO-1« (36) Prostacyclin (262)
IL-10 (178) PDGF-AA (26, 185) MIP-1a (36) HETE:s (185)
PDGF-BB (141, 142) MIP-2 (235) PAF (247)
bFGF (17) RANTES (36) NO (39, 69, 151, 167, 185, 202)
IGF-I (144, 162, 185) ENA-78 (5, 36) CO (1, 14, 162)
IGF-II (144, 226) H,0,, 0~ (19, 185)
NGF (185)
KGF (37, 207)
HGF (28, 84)
SCF (132)

IL, interleukin; TNF-a, tumor necrosis factor-oa; TGF-B, transforming growth factor-g; MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; CSF-1,
colony-stimulating factor I; GM-CSF, granulocyte/macrophage colony-stimulating factor; PDGF, platelet-derived growth factor; bFGF, basic
fibroblast growth factor; IGF, insulin-like growth factor; NGF, nerve growth factor; KGF, keratinocyte growth factor; HGF, hepatocyte growth
factor; SCF, stem cell factor; VEGF, vascular endothelial growth factor; MIP, macrophage protein; RANTES, regulated, upon activation,
normal T cell expressed and secreted; ENA-78, epithelial neutrophil-activating peptide 78; GRO-1«, melanoma growth-stimulatory activity;
HETES, hydroxyeicosatetraenoic acids; PAF, platelet activating factor.

3- I'expression de récepteurs a leur surface cellulaire (Powell et al., 1999b)

Description des récepteurs a la surface des myofibroblastes (Powellefab)

Inflammatory Neurotransmitters Adhesion
Cytokines Growth Factors Mediators and Paracrine Mediators Proteins
IL-1 (139, 178) TGF-o/EGFR (138, 214) Prostaglandins (19)  Acetylcholine (102) ICAM-1 (100, 178)
IL-1Ra (102) TGF-p Rl and RII (25, 58, 159, 203)  HETEs (210) Histamine (19) VCAM-1 (178)
TNF-« (100, 101)  PDGF-« (26, 111, 263) Serotonin (19) NCAM (133)
IL-6R (179) PDGF-p (111, 141, 234) Bradykinin (19) MCP-1 (151, 235)
IL-8R (31) c-kit (18, 109, 174) Endothelin (80, 142, 246) 1Py integrin (192)
IL-4R (128,156)  aFGF and bFGF R (111) Atrial natriuretic factor (246) CD18 (31)
IL-11 R (143) IGF-IR (144) Aldosterone or ANG 1I (34, 258)
Thrombin receptor (15, 151)
FGFR-II

EGFR, epidermal growth factor receptor; ICAM-1, intracellular adhesion molecule-1; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1; NCAM-1,
neural cell adhesion molecule-1; RT and RII, types I and II receptors.

Réle de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire a longtemps été considérée codtemé un tissu de soutien passif.
Il a été cependant montré au cours de ces dernieres annéesppuitlgir comme acteur-clé
dans différents processus physiologiques et/ou physiopathologiquesffeEnlae MEC
intervient dans la signalisation intracellulaytie les forces mécaniques qu’elle exerce sur les
cellules,via le relargage et/ou par l'activation des formes latentesacteurs de croissance
associés a la MEC tels que T@ IGF, FGF et HGF. Elle peut étre également impliquée
dans différentes voies de signalisation en interagissant efinent avec la cellulgia des

récepteurs membranaires, comme les intégrines, et ainsi mbewpeession de facteurs de
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croissance, en particulier ceux impliqués dans le maintien dedaé (Lin and Bissell, 1993;
Taipale and Keski-Oja, 1997).

D’autre part, le remodelage de la MEC est constant, intervepariesl premiéres heures qui
suivent lirradiation (Barcellos-Hoff, 1993) et persistant des rapres une exposition unique
aux rayonnements ionisants (Rosenkrans and Penney, 1985; 1987). La exdtdacellulaire
intestinale radio-induite n’est pas un tissu inerte, mais un procgssasmodelage dynamique
avec une production et activité accrue des MMP (métallo-protéinzstesielles) associées a
une augmentation de leurs inhibiteurs TIMP (inhibiteurs tissslaies metalloprotéinases). Il
s’agit la d’'une activation pathologiqgue de MEC avec une balancegéhese/fibrolyse en
faveur de la production de fibrose, soit une accumulation accrue ldgér®@ (Hovdenak et
al., 2002; Strup-Perrot et al., 2004). L’ensemble de ces données suggeremtigséquilibre

pourrait participer a I'entretien et a la persistance de la fibrose.

Médiateurs moléculaires profibrosants

Transforming Growth Factd3l (TGH1)

Généralités

Ce facteur appartient a la superfamille TGF qui intervienhsdalivers processus
physiologiques tels que le développement embryonnaire, 'homéodtasieatrisation, le
contréle du cycle cellulaire (Massague, 1998; McCartney-Fraecial., 1998). Cette
superfamille contient plus d'une trentaine de protéines : activingystatjnes, bone
morphoenetic proteins (BMPs), TGFbéta (isoformes FGHGH2 et TGEB3)... le contrdle
du cycle cellulaire par le TG@R est dépendant du type cellulaire : inhibition de la
prolifération des cellules épithéliales; action pro-prolifératisar les cellules du
mésenchyme.

Le TGH31 a été jusqu'a présent le facteur profibrosant le plus étudié. Prpaluiles
fibroblastes, il induit la synthése protéique de la matriceaesliulaire (collagéne de type |,
I, VI, VIl et X, le fibrocartilage et les protéoglycanes) (Martin et 2000).

Son expression protéique en réponse aux rayonnements ionisants dastglgnéde murin
varie tres précocement. En effet, dés la premiere heure, étéaobservé une forte
augmentation de I'expression protéique qui persiste au cours du terdips) (.angberg et
al., 1994).
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Fonctions biologiques de TGIBL

- Le facteur de croissance T&F étant considéré comme étant I'acteur-clé dans la genese de
la fibrose radio-induite a fait I'objet de thérapies géniques en eowe autres, d'une
potentielle cible anti-fibrosante. Or de part son action pléiotrope&leetson ubiquite,
I'inhibition de TGH31 s’est avéré délétere entrainant un décés des souris knockoBIFI-gF
dans les 4 semaines suivant la naissance par infiltrat intéome généralisé (Bottinger et
al., 1997; Letterio and Roberts, 199B)Jautres facteurs de croissance sont impliqués dans le
phénotype fibrogénigue comme le CTGF et pourraient étre une anidibrosante plus
intéressante car beaucoup plus spécifique.

- Fonctions pléiotropes: en particulier dans [l'organogénese et Velogpement
embryonnaire (Dickson et al., 1995). Par ailleurs, fGintervient dans la régulation du
compartiment hématopoiétique (contréle de la prolifération etaddifférenciation des
cellules souches hématopoiétiques, contrdle de la différenciaticocigaire) (Fortunel et al.,
2000).

- « Agent bi-phasique » : intervient également dans le contrbleystanse immunitaire et
également dans la carcinogenése de part ses fonctions tdub@ptzsées dans ces systemes.
Pour exemple, la perte des voies de signalisation d8I@§sociée a une surexpression de
TGH31 sont observées dans les processus de carcinogénése (revue (Bettalget997).
Cette action antagoniste de T@Fdépend de I'environnement, de la nature et de I'état de
différenciation des cellules. D’autres parameétres jouent demgohctions pléiotropes de
TGH31, tels que la composition et la quantité de récepteur aT@&kprimeé a la surface des
cellules, les voies de transduction activées en aval et le taux d&L paEmatique.

- Induction des genes codant les protéines de la matricedkifaire : induction trés précoce
de la synthése de collagévia la voie Smad (Chen et al., 1999) ; induction de la synthése de
la fibronectine dépendante de l'activation de la voie JNK MAP kirgse-jun dans les
fibroblastes (indépendante de la voie Smad) (Hocevar et al., 1999).

- Acteur essentiel de la cicatrisation physiologique eadgehése de la fibrose radio-induite.
Le modele le plus étudié reste celui de la cicatrisatiomnéataEn effet, en réponse a un
traumatisme cutané, l'induction de T@@Fest tres précoce permettant ainsi l'attraction des
acteurs cellulaires participant au processus de cicatrisalsnpolynucléaires neutrophiles,
les macrophages et les fibroblastes qui vont a leur tour sécrét@iT@Rhl et al., 1987).

- L’action pléiotrope de TGFL va orchestrer la réponse cellulaire en réponse aux

rayonnements ionisants. L’induction de T&Fest treés précoce, rapide, diffuse, indépendante
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du type cellulaire irradié et va engendrer différentes réparedkgaires et moléculaires : (i)
inhibition de la prolifération épithéliale ; (ii) stimulation deslides du compartiment
mésenchymateux ; (iii) initiation du remodelage de la MEC ; @¢rutement des cellules
inflammatoires (Barcellos-Hoff, 2005).

- Transition épithéliale-mésenchymateuse : oletda a montré qu’en présence de T&aFet
d’EGF, les cellules épithéliales rénales se transdifféaesmdi en fibroblastes (Okada et al.,
1997). Depuis, d’autres travaux ont montré que fGparticipaient a la transdifférenciation
épithélium-mésenchyme (Docherty et al., 2006; Kim et al., 2006) contribuana éngenese
de la fibrose pulmonaire ou rénale d’origine non radio-induite.

- Promotion métastatique : récemment, PER été décrit comme un promoteur métastatique
des cancers du sein dont les récepteurs hormonaux sont négatifs ¢Rkl-cellules RH-
exposées a TGH vont induire une voie de signalisation TEFSmad/ ANGPTL4
(angiopoietin-like 4). cette activation va leur permettre d’'emtams la circulation sanguine et
de rejoindre les capillaires pulmonaires. Ainsi, ces cellule&RINL4 vont entrainer la
rupture de I'endothélium permettant I'essaimage de ces celhdesein du parenchyme

pulmonaire (Padua et al., 2008).

Role de TGB1 dans la promotion des métastases pulmonaires des cancers du sein RH-
(Padua et al., 2008)
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Activation de TGFBI (Leask and Abraham, 2004; Martin et al., 2000)

Le facteur TGB1 est biologiquement actif lorsqu’il est présent sous forme liluae forme
active de TGB1 est composée de 2 peptides de 12.5 kDa liés par des ponts digipkhides
moléculaire total de25 kDa). A I'état basal, les précurseurd @eB1, biologiquement
inactifs, sont initialement synthétisés sous forme de complaiess. Associé de facon non
covalente a son pro-peptide, Latency-Associated Protein (LAPYnplexe TGB1/LAP va
se lier par un pont disulfure a une protéine de liaison de haut poidsutaite, Latent TGB-
Binding Protein (LTBP-1, -3 et -4) (Miyazono et al., 1988; Saharinenkas#i-Oja, 2000;
Wakefield et al., 1988). L’'ensemble de ce complexe @IGEAP/ LTBP est trappé dans la
matrice extracellulaire de maniere covalente a la MECtiasglutaminase (Werb, 1997)
empéchant ainsi la liaison de T@Fa son récepteur, rendant alors P&knactif. Différents
éléments vont activer biologiquement T&Fpar clivage protéolytique de LTBP. Il existe
différents activateurs de TBE: MMP-2 et -9 (Sato and Rifkin, 1989), la thrombospondine
(Frazier, 1991), modifications du micro-environnement telles que l'acidificGiidhen et al.,
1989); la présence d’'espéeces réactives de l'oxygene (Barcaifbsahd Dix, 1996), les
intégrinesaV36 - (Miller et al., 2001).

Forme latente de TR (Complexe TGB1 / LAP/ LTBP) et activation biologique de
TGH31 (Bottinger et al., 1997)
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Récepteurs de TGBI et voies de signalisations

Récepteurs TGEZ

Une fois a I'état actif, TGFL se lie a son récepteur transmembranaire de type Il, une/sérine
thréonine kinase permettant ainsi le recrutement et la phosphamyldti récepteur
transmembranaire de type I. La formation de cet hétérodirnarplexe va activer différentes
voies de signalisation : la voie des protéines G, celle des MABddret la voie Smad (Ihn,
2002; Roberts, 1999).

Voie de signalisation Smad

La voie des protéines Smad a longtemps été décrite commelaétarie spécifique de la
transmission du signal T@E. Elle est constituée par 3 grandes familles : R-Smad (Smad-1,
Smad-2, Smad-3, Smad-5 et Smad-8), Co-Smad (Smad-4) et I-Smadg®m&chad-7). En
présence de TGH, les R-Smad, alors ancrés aux microtubules ou a la filamine du
cytosquelette, sont recrutés par la protéine SARA (Smad AnohdReceptor Activation).
Ainsi, Smad2 et 3 phosphorylés directement par le récepteur TGPalg vont se dimériser
pour recruter Co-Smad (Smad-4) et ensuite se transloquer dansile(Attysano and Wrana,
2002; Roberts, 1999; Verrecchia and Mauviel, 2002). Ainsi, le complexe Sth&idad4
forme un facteur de transcription qui va moduler I'expression desgghkes (Attisano and
Wrana, 2002; Moustakas et al., 2001). La voie GSmad3 a été décrite par le groupe d’A.
Roberts comme étant une des voies impliquées dans la génedédesaradio-induite. En
effet, l'irradiation de souris Smad3-/- diminuait significativerné fibrose cutanée radio-
induite (Flanders et al., 2002). Lorsque les fibroblastes issusodds Smad3-/- sont exposés
aux rayonnements ionisaritsvitro, Aranyet al observe une phosphorylation augmentée des
MAPKinase/ ERK, de p53 et de H2AX associée a une diminution des pemdibrosants

par rapport aux cellules «wild-type » (Arany et al.,, 2007). Ces @snséggérent une
activation des mécanismes impliqués dans la réparation de l#@d3bciée a une diminution

de la réponse fibrogénique. Toutefois, la voie de transduction Smad pa&s spécifique de
TGH31 et peut également étre activee par PDHa phosphorylation de Smad-3 (Yoshida
et al., 2005).
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Autres voies de signalisation

D’autres voies de signalisation peuvent étre activées par le factewnistance TGBL.

La superfamille MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase): Trois sous-groupes
moléculaires ont été caractérisés : la famille ERK @oditular signal-Regulated Kinases 1 et
2), la famille JNK/SAPK (c-jun N-terminal kinase/ stresdivaated protein kinase) et la
famille p38 MAPK (Garrington and Johnson, 1999; Ihn, 2002). L’activation de ve®S de
signalisation (p38 MAPK et JNK) ne sont pas dépendantes d@ I &Fpeuvent étre activés
par le stress tel que le choc hyperosmotique, la températiéreati@n ou abaissement
extréme), les rayonnements UV (ultraviolets) et les cytokieddnflammation. Ces voies de
signalisation jouent un rble important dans l'apoptose et I'expresdmncytokines
(Hashimoto et al., 1999; Ichijo, 1999; Minden and Karin, 1997; Raingeaud et al., 1895)
voie de signalisation Erk est activée par des signaux mitogénitjymseeun rdle essentiel
dans la prolifération et la différenciation cellulaire (Force and Bonvel268).

Voies de signalisation de la superfamille MAPK (Mitogen Activated Rrdf@ase) et roles
respectifs dans les processus cellulaires (Garrington and Johnson, 1999)
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L’activation de la voie de signalisation ras/MEK/ERK estatéante du type cellulaire et de
I'état physiologique de ces cellules cibles. Pour exemplezgakinar et al a mis en évidence
gu'au sein des cellules épithéliales Ras-mutées, il edistesurexpression constitutive des
protéines ras/MEK/ERK dont leur fonction est de bloquer I'accumulativanucléaire de
Smad?2/3 ainsi que leur transcription. Ainsi, cette surexpressiors/¢H/ERK pourrait en
partie expliquer I'absence de réponse de ces cellules apIT®Fetzschmar et al., 1999;
Mulder, 2000). Par contre, dans les cellules épithéliales, il exigteactivation transitoire de
la voie de signalisation ras/MEK/ERK en présence deflGHartsough et al., 1996; Mulder
and Morris, 1992).

Ces voies de signalisation peuvent étre impliquées dans la symibesgrotéines de la
matrice extracellulaire telle que I'implication de la voiBKE dans I'expression génique du
collagéne de type | dans les fibroblastes (Sato et al., 2004). Pa, damhibition de la voie
ERK dans les cellules mésangiales et dans les cellulescubaires lisses conduit a
I'expression génique de collagene | (Douillet et al., 2000; Hayashida et al., 1999).

Par ailleurs, dans les myofibroblastes, I'ensemble des voiés slgperfamille MAPK sont
activées en présence de T&Fet cependant, seule la voie JNK est impliquée dans la
transdifférenciation des fibroblastes pulmonaires en myofibroblastgsésence de TBE
(Hashimoto et al., 2001). Cette voie JNK est également impliquée ldaproduction de
fibronectine (Wang et al., 2006).

Activation d’autres voies de signalisationen réponse a une stimulation de P&Fvoies
PI3K / Akt (Bakin et al., 2000; Vinals and Pouyssegur, 2001) et JA{at (Bright and
Sriram, 1998; Pardoux et al., 1999).

Signal du TGBL1 transmis par les petites protéines GTPases Rho:

L'implication de petites protéines GTPase (Rho, Rac, Cdc-42)éadémontrée dans
I'activation de la voie JNK (Atfi et al., 1997). Parallelementedte implication des petites
protéines GTPase dans I'activation de la voie JNK, Bhowmickatamontré que le TRE
pouvait induire I'activation de la voie de transduction du signal Rho/RO&Is des cellules
épithéliales mammaires, mais pas dans des fibroblastepedtid 3T3 (Bhowmick et al.,
2003). Par alilleurs, cette méme équipe a montré que la trangiithieli&m-mésenchyme
médiée par TGPEL dépendait des protéines Rho, plus particulierement concernant la

régulation de l'actine du cytosquelette et la stabilité degigmxintercellulaires adhérentes
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(Bhowmick et al., 2001). En outre, la voie de signalisation Rho/ROCHKmgdiquée dans
I'expression dd-smooth actindSmA) des cellules épithéliales rénales participantfibiase

tubulo-interstitielle (Masszi et al., 2003).

Ensemble des voies de signalisation activées paBT@mapres (Haydont, 2006).
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CTGF (Connective Tissue Growth Factor)

Généralités

Le CTGF, Connective Tissue Growth Factor, est un petit peptide decig¥d aminés de 36-
38 kD, riche en cystéine, appartenant a la famille CCN (CYRBGF et NOV). Il a été mis
en évidence a partir des cellules endothéliales ombilicales husnaines la forme d'un
facteur de croissance dont l'activité biologique et immunologsgmeble étre affiliée a celle
des facteurs de croissance dérivés des plaguettes (Bradham et al., 1991).

La famille des protéines CCNy61, ctgf, nov) est composée chez 'lhomme de 6 protéines
et sont les produits des genes de réponse précoce induits imméniatpras stimulation par
des facteurs mitogenes : CCN1 (CEF10), CCN2 (CTGF), CCN4 (ELMINSQRCOPL1) et
CCN6/WISP3 (Wnt-induced secreted proteins) (Perbal, 2004). Le géene QNOSY)
contrairement aux autres genes de la famille CCN n’est pagmnm précoce. Toutes sont
constituées d’'une structure modulaire a base de 4 modules et dm$ adant pour le
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peptide signal (SP). Aprés sécrétion et libération du peptidals{@P), la structure des
protéines CCN se décompose en 4 modules : IGFBP (Insulin-like terieactor Binding

Protein domain), VWC (facteur de Von Willebrand C repeat domaingPI1T
(thrombospondine type 1 repeat domain) et CT (C-terminal) (Bork, 1993).

- Le module IGFBP correspond au module N-terminal des proteins CCN. Son homologie
avec le domaine amino-terminal des IGFBP (insulin-like growttofdainding protein) avait
suggéré que ces protéines appartenaient a la superfamill&EBB (Burren et al., 1999).
Cependant, I'affinité de CTGF (Kim et al., 1997) et de NOV (Buetal., 1999; Chevalier et
al., 1998) étant tres faible pour les IGF, Grotendorst et al. ont rguggeé les CCN étaient
une entité a part entiére (Grotendorst et al., 2000; 2001). Toutefoiétdtifbnctionnel de ce
motif IGFBP au sein des CCN n’est toujours pas connu.

- Le module VWC, ou domaine CR/VWC, permet I'oligomérisation des CCN (Burteal.e
1999). Plus récemment, Abreu et al. a montré que CTGF se liait B\Mé& (Bone
Morphogenic Protein 4) et T@E par ce module CR/VWC conduisant ainsi a I'inhibition de
BMP4 et a l'activation de la voie de signalisation P&KAbreu et al., 2002). Ce domaine est
également décrit comme pouvant étre responsable d'une interactionNéd et BMP2/4
(Rydziel et al., 2007).

- Le module TSP1contient le motif WSXCSX(S/T)CGXGXXXRXXXX(N/D) qui est &n
partie de la séquence répétée de type 1 des thrombospondines. Gasgleamt impliquées
dans les processus de la coagulation, de la cicatrisation, deidsacice cellulaire et dans
I'angiogénése (Lawler, 2000). Ce module TSP1 est un site denlides Cyr61 aux intégrines
06B1 (Leu et al.,, 2003) et du CTGF a la protéine LRP (low-dengibptotein receptor-
related protein) (Gao and Brigstock, 2003). Ainsi, ces liaisons s intégrinesvia ce
module suggérent que les protéines CCN sont des matriprotéinesnadiura part, un lien
entre la matrice extracellulaire et la surface de Ildulee et d’autre part, permet une
transduction du signaia les intégrines ou protéoglycanes (Leask and Abraham, 2006).

- Le module carboxy-terminal (CT), en position C-terminal, permettrait aux CCN
d’interagir avec différents partenaires tels que des facteolshles, des récepteurs et
protéines membranaires et des protéines de la MEC en saV@aneux (Leask and Abraham,
2006) : CTGF/ VEGF (Inoki et al., 2002), héparine (Ball et al.,, 2003), filotoree
(Hoshijima et al., 2006), protéoglycanes (HSPGSs) telle que sgindé et perlecan (Chen et
al., 2004; Nishida et al., 2003; Todorovicc et al., 2005) ou decorin et biglyemmdiers et
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al., 2001), intégrineaV33 eta5B1 (Gao and Brigstock, 2004; 2006) ; co-récepteur des Wnt
LRP-6 (LDL Receptor — Related Protein 6) (Mercurio et al., 2004).

Structure modulaire et fonctions des différents domaines du géne CTGF (Blon2@032)

signal sequence: Von Willebrand factor: cysteine knot:
ER —*Golgi complex formation receptor binding
dimerization

Ihlll-ﬁl-lll

IGF binding protein:  thrombospondin type | repeat:
IGF binding cell attachement

promoter
exon

Voies de signalisation des CCN, facteur de croissance eiprotgme: SP (vert), module

IGFBP (module 1 — orange), module VWC (module 2 — violet), module TSBdu({en3 —
jaune) et module C-terminal (module 4 — bleu) par liaison entrariedule et les facteurs de
croissance, les protéines (Leask and Abraham, 2006).

TGFg Fibronectin

LRP1 Integrins HSPG
ad, a5, ab aVB3 Syndecan 4,
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Fonctions biologiques de CTGF

Implication de CTGF dans la différenciation et le développement

La protéine CTGF est essentielle dans le processus de choreegparticulierement dans
la prolifération des chondrocytes, la synthése de MEC et I'gégi&se. La déficience en
CTGF (souris knockout CCN2) conduit a une chondrodysplasie étendue respatisable
décés précoce a la naissance par insuffisance respirat@re lign défaut du squelette
(Ivkovic et al., 2003).

CTGF, une protéine matricellulaire

De part son architecture multimodulaire, le peptide CTGF peutgiteavec de hombreuses
protéines en fonction de son environnement cellulaire et tissulamsi, ATGF posséde de

multiples activités.

- Remodelage de la matrice extracellulairgLeask et al., 2003). Frazier et al a mis en
évidence que la présence de CTGF recombinant induit la surexpréssiotiagene de type

I, de I'intégrinea5 et de la fibronectine dans les fibroblastes (Frazier et al., 1996).

- Matriprotéine : Adhésion cellulaireia I'interaction MEC — CTGF — récepteurs a la surface
cellulaire. (Leask and Abraham, 2003)

En effet, le CTGF favorise l'adhésion des cellules endothélidlesgine vasculaire
(HUVEC) et microvasculaire (HMVEC) ainsi que des fibroblastes (BIT3 ; AKR2B) et des
cellules épithéliales pulmonaires (MvlLu) et des plaquettesbi¢Bat al., 1999;
Jedsadayanmata et al., 1999; Kireeva et al., 1998; Kireeva et al.,KliBS3a et al., 1996;
Yang and Lau, 1991).

Plus récemment, il a été montré que le CTGF extracellut@irée a des récepteurs non
spécifiques tels que les protéines LRP (low density LipoprotetegRer-related Protein, ou
a2-macroglobin receptor) (Segarini et al., 2001). L'interaction CLEBP participe en
particulier a 'adhésion des cellules mésenchymateuses (@aBraystock, 2003; Terada et

al., 1997). Le peptide CTGF est également capable de se lier eed’pubtéines impliquées
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dans l'adhésion cellulaire telles que les protéoglycanes dmpasulfate (HSPGs) et les
intégrines (en particulier les intégrin@¥ 33) (Gao and Brigstock, 2004).

D’autre part, Yoshida et al a montré que le CTGF se lie &vdibronectine de type | au
niveau du module C-terminal. Ainsi, CTGF contribue au dép6t de MECugmemntant
I'affinité de la fibronectine a la fibrine (Yoshida and Munakata, 2007).

Ainsi, cette matriprotéine est un acteur de I'interaction ME@tesquelette pouvant conduire
a une communication MEC — cellule jouant un rdle dans la croisdardiéférenciation et la

mort cellulaire.

Fibrose

L'expression de CTGF est quasi inexistante dans un tissu sain leansonditions
physiologiques normales. Par contre, au cours du processus desaicatrien réponse au
TGH31, I'expression de CTGF va étre amplifiée dans les fibroblazstesés (Igarashi et al.,
1993). CTGF est maintenant reconnu comme une cytokine profibrosante féaendsf
aspects :

- Surexpression génigue de CTGF dans les processus derdse ou de maladies
inflammatoires chroniquesconduisant a un processus cicatriciel pathologique : sclérodermie
(Igarashi et al., 1996; Igarashi et al., 1995; Shi-wen et al., 2000) diemlaflammatoires
chroniques de I'intestin (Dammeier et al., 1998) ainsi que dandlesds intestinales radio-
induites (Vozenin-Brotons et al., 2003). Contrairement afXGFmportance de I'expression
de CTGF dans les tissus fibreux semble étre corréléeéxédaite des lésions de la fibrose et
au dépbt de collagene notamment dans les sclérodermies (Igarakhil®85; Leask et al.,
2001), la maladie de Crohn (Dammeier et al.,, 1998) ou encore la fibadseinduite
intestinale (Vozenin-Brotons et al., 2003).

- Médiateur de TGFB1; induction de la proliféeration des cellules mésenchymateuses,
induction des composants de la MEC et participation au tissu de gjranuBradham et al.,
1991; Brigstock et al., 1997; Frazier et al., 1996) : CTGF est demgseinps décrit comme
étant un des médiateurs de TRAKBradham et al., 1991; Brigstock et al., 1997; Frazier et al.,
1996; Grotendorst et al., 1996; Igarashi et al., 1993), avec en partimgi@ction synergique
avec TGB1 concernant la capacité des fibroblastes a proliférer en Habsde substrat
(anchorage independent growth) (Kothapalli et al., 1997). Par aillauiaction biologique

de CTGF dépend également de la présence d’autres facteurss$arureiet de I'activation
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de certains modules. En effet, apres stimulation dePBILG# en présence d’IGF (Insulin
Growth Factor), le module N-terminal de CTGF favorise la différation des
myofibroblastes et la synthese de collagene. Par contre, dipnetason par TGB1 et en
présence d’'EGF (Epidermal Growth Factor), la partice C-tetndi@eaCTGF va induire la
prolifération des fibroblastes (Grotendorst and Duncan, 2005).

CTGF : médiateur de T@R impliqué dans différents processus cellulaires en fonction du
microenvironnement (Grotendorst and Duncan, 2005)

TGF-B

. B
CTGF cei CTGF
N-Term Activation C-Term

IGF
IGF
Receptors

EGF
EGF
Receptors

- Production de MEC; D’autre part, Frazier et al a montré que CTGF pouvait iaduir
I'expression protéique de la MEC, tels que le collagene de kypa fibronectine et
l'intégrine-a5 dans les fibroblastes (Frazier et al., 1996). Plus récemmentyeéhet al a
egalement montré que la production dérégulée de CTGF, se traghéisame surexpression
différentielle de CTGF (fibroblastes issus de scléroderfibeoblastes issus de volontaires
sains) contribuait non seulement a l'activation des fibroblastés awssi a la production
excessive de MEC dans la sclérodermie (Shi-wen et al., 200QF a été également décrit
comme acteur dans des processus d’adhésion et de migrationiree(lBEll et al., 2003;
Paradis et al., 2002; Rachfal and Brigstock, 2003). Ainsi, CTGF peut youeile similaire
au TG tels que l'activation des fibroblastes, production de MEC... et ce, indépement
de TGH1.

- Constitution et Maintien de la fibrose (Leask and Abraham, 2004; Mori et al., 1999; Shi-
wen et al., 2000) : I'ensemble de ces fonctions précédemment déatitesggéré que CTGF

pouvait participer a la genese et au maintien de la fibrose. feéuroire, TGB1 est
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fortement impliqué dans l'initiation du processus de fibrose en stiinlagprolifération des
cellules mésenchymateuses ainsi que la production des élédeefaisMEC (Border and
Noble, 1994; Frazier et al., 1996; Ignotz and Massague, 1986; Peltonenlé8@] Raghow

et al., 1987; Roberts et al., 1986). Quant & CTGF, médiateur et mimé&qu@mB1 (Frazier

et al., 1996; Grotendorst et al., 1996; Igarashi et al., 1993), il esbleag@ renforcer la
liaison de TGB1 a son récepteur et de stimuler les voies de signalisation edeaV& H1
impliquées dans la genese de la fibrose radio-induite (voieBIGkad) (Abreu et al.,
2002). La présence de T@BFEet la collaboration de ces 2 facteurs de croissance (CTGF e
TGH31) sont essentielles a la constitution de la fibrose. Par ¢caetine CTGF semble étre un
acteur clé de la pérennisation de la fibrose. La constatatice sledxpression de CTGF en
'absence d’expression de TGE dans des tissus de sclérodermie a conduit Leask et al a
eémettre I'hypothése que cette surexpression était indéependantaeFH3é &t que seul CTGF
était responsable du maintien de cette fibrose (Holmes et al., 2608es et al., 2001; Leask
and Abraham, 2004), et ce probablement par une boucle autocrine d’activation d¢SBIFGF
wen et al., 2000). Cette observation a été également faite waetSa qui a montré qu’en
'absence de TGFL (i) la surexpression génique de CTGF était impliquée dans lessuxe

de fibrose et (ii) la sévérité de la fibrose était corrélée a cetrpession (Sato et al., 2000).

Hypothétique boucle autocrine d’activation de CTGF (Shi-wen et al., 2000)

Autocrine loop
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Lien CTGF — p53 ?(Liu et al., 2008)

Les rayonnements ionisants induisent des cassures double-brin (CDBPMNequi doivent
étre réparées. Avant cette réparation, des CDB, ATM et Iplessn DNA-PK permettent la
détection et la reconnaissance de ces CDB en se fixant aarigs libres de I'ADN. Elles
possedent toutes deux une activité kinase, phosphorylant de nombreux sdosirgiS3.
Leur dysfonctionnement conduit a une radiosensibilité et a une iitétabiromosomique.
Kastan et al. a constaté qu’aprés interaction des rayonnemeistnis (RI) avec des cellules
humaines, il existe une accumulation de p53 qui induit un blocage du cycle cellulaireeen phas
G1 et un arrét de la synthese de I'ADN. Ainsi, cet arrét #rp&3 dépendant pemet la
réparation de '’ADN dans son intégralité, conforme ou non conformseij oette réparation
n'est pas possible, p53 induit 'apoptose des cellules lésées. (Kastdn 1991; Ko and
Prives, 1996; Lane, 1994; Lane et al., 1994). Une fois que p53 est activlespar
rayonnements ionisants, elle agit comme facteur de transcriptigrgréculier au niveau de
la séquence promotrice du géne codant la collagénase devtyjgélatinase ou MMP-2 ;
métalloprotéinase 2) (Bian and Sun, 1997). MMP-2 participe au procesdiilrate en
diminuant l'adhésion cellulaire, en altérant les fibres de odtlag, en favorisant la
prolifération vasculaire (Bornstein et al., 2004; Kyriakides et al.1R0OBar ailleurs, la
thrombospondine-1 induit I'activation de MMP2 (Bein and Simons, 2000; Lee, &08B).
Plus récemment, Liu et al. ont décrit dans le cadre de teopéiihie diabétique, caractérisée
par une oblitération capillaire rétinienne et une perte desypesicétiniens, que CTGF et
Cyr61 étaient surexprimée des le stade précoce de cette pathologiex@etssion protéique
abberrante serait responsable de I'anoikia, MMP2, cible de p53 (Liu et al., 2008). Par
ailleurs, certaines équipes ont montré que la protéine p53 partitipargrocessus de la
fibrose pulmonaire idiopathique avec une expression protéique augmensekegahélium
alvéolaire et bronchio-alvéolaire (Kuwano et al., 1996; Mishra etl@87; Plataki et al.,
2005).

Régulation de I'expression de CTGF

Le peptide CTGF intracellulaire est sécrété par I'appateilGolgi (Chen et al., 2001b;
Kubota et al., 2001). Sa forme extracellulaire se présente sous fiée a la MEC ou a la
surface cellulaire (Steffen et al., 1998). De nombreux factesard impliqués dans la
régulation de CTGF (Blom et al., 2002).
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- Induction de CTGF

Auto-induction de CTGF: Riser et al a mis en évidence que la présence de CTGF
recombinant pouvait, dans un modele de cellules mésangiales isolgksndeules rénaux
chez le rat, induire sa propre expression génique et protéique €¢Reer2000). Cette auto-
induction renforce I'hnypothése de Leask et de Holmes sur I'existd’une boucle d’auto-
activation de CTGF contribuant au maintien de la fibrose. Cepentdadssion de CTGF

au sain de tissu non pathologique est quasi inexistante et cettsmdwition ne peut pas
expliquer l'induction de la surexpression de CTGF. Cette auto-inductioGTd&- a été
également constatée dans les cellules musculaires lisségin#oissues d’entéropathies
radio-induites (Haydont et al., 2008, submit). Cette auto-induction pourrait jouedle
primordial dans le maintien de la fibrose radio-induite. Toutefois, daufacteurs sont
connus et impliqués dans 'induction de CTGF.

TGFR1: I'exposition au TGB1 induit une surexpression a la fois extrémement précoce (dés
15 minutes, (Kucich et al., 2001)) et a la fois de longue durée (auleld@ heures pour une
exposition d’'une heure de TGBE (Grotendorst et al., 1996). En effet, TEFva augmenter
d’'une part le nombre de copies dARNmM du CTGF et d’autre part, bdista la demi-vie de
'ARNm de CTGF (Kucich et al., 2001). La surexpression de CTGFrafgmte de TGFL

est induite par des séquences promotrices du gene CTGF qui sontd®bkjet de liaison au
TGH31. Il existe en effet un site de fixation Smad (Blom et al., 2082)n site «enhancer »,
appelé BCE-1 / TGB-RE (Grotendorst et al., 1996). Toutefois, la réponse génique de CTGF
au TGRHB1 dépend du type cellulaire et differe en fonction de la pathologie impliquée.
D’autres facteurs ou protéines peuvent induire une surexpression de (TGFBL -
dépendant ou indépendamment de BGFtelles que leespéces réactives de I'oxygene
(ROS) dans les cellules épithéliales de cornée (Park e2(dll) ; lathrombine (sérine
protéase responsable de la transformation du fibrinogene plasmatigfiierine) induit le
sécrétion de CTGF en présence de BGHBachhuber et al., 1997) ou non dépendant de
TGH31 via l'activation du récepteur PAR-1 (Chambers et al., 2000; Penduréhi, &000).

Par ailleurs, Hahn A et al a mis en évidence quePla, issu de clivages membranaires de
cellules activées et participant a divers processus cellu{anlbésion, chemotactisme,
contraction, agrégation cellulaire) peut induire une surexpressi@T @& dans les cellules
mésangiales d’origine murine (Hahn et al., 2000).

Contraintes mécaniqueqChaqour and Goppelt-Struebe, 2006; Chaqour et al., 2006) : elles

semblent étre un co-facteur essentiel a la surexpression @& @dns certaines conditions.
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Shild et al a montré gu’en I'absence de contraintes mécaniquésssiibbroblastes, THR
n'est pas un acteur suffisant a lui seul pour induire une surexpreds CTGF. En effet,
seule la mise en présence au PGEHles fibroblastes préalablement sous stress mécanique
peut induire une expression génique accrue de CTGF (Schild and Trueb, 2002).

Ces contraintes mécaniques sont détectées par les intégriiiedhle® “sensor” (détecteurs)
en assurant un lien physigue entre les protéines de la ME€: atoles de signalisation
intracellulaires (Chaqgour and Goppelt-Struebe, 2006; Chaqour et al., 20i@8).sént en
contact direct avec d’autres protéines intracellulaires (pexéRho...) et avec le réseau
d’actine. Toute modification morphologique de la cellule, tout ré-armaage des points
d’adhésion focaux ou du réseau d’actine va entrainer une variation pieesion génique de
CTGF (Schild and Trueb, 2002).

Protéines Rho: I'activation des protéines Rho induit une surexpression de CTGEr&its
facteurs peuvent étre responsables de I'activation de cesspatittéines G, notamment toute
modification du cytosquelette (interruption des microtubules) ou encereLRA
(lysophosphatidic acid) en présence d’'un cytosquelette intact (Hain 2000; Heusinger-
Ribeiro et al., 2001). La formation des fibres de stress (recrotedes fibres F-actin au
détriment des G-actin) résultant de I'activation des protéinescBinduit a la surexpression
de CTGF (Chaqour et al., 2006; Ott et al., 2003). Il semblerait guésdéau d’actine aurait
non seulement un réle de régulateur de trafic cellulaire ngalem@ent un rdle intranucléaire,
en particulier dans la transcription. En effet, Goppelt-Struebal ei observé que les
monomeres de G-actine se lient au facteur de transcription SRénf{ Response Factor), ce
dernier étant décrit comme un facteur de transcription du promot&¥@E (Chagour et al.,
2006).

- Répression de I'expression de CTGF

Auto-inhibition de CTGF via la structur€ AESAR : I'élément CAESAR (Cis-Acting

Element of Structure-Anchored Repression) correspond a la pantos 3taduite de ’TARNmM

de CTGF. Cet élément peut réprimer la traduction protéique @&~CGKubota et al., 2000;
Kubota et al., 2005) exercant de cette facon son rétrocontréle.

TNF-a (Tumor Necrosis Factor - alpha): est un inhibiteur de CTGF dbwerses

pathologies telles que la sclérodermie, maladie de Crohn (Abrahahlm 2000; Beddy et al.,
2006; Lin et al., 1998). Dans les entéropathies radio-induites chroniquss,oibservé un
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faible taux d’expression de TN&-pouvant ainsi contribuer au maintien de la fibrose
(Vozenin-Brotons et al., 2004).

D'autres facteurs réprimant I'expression de CTGF sont déelitgjue les facteurs induisant

la production intracellulaire d’AMPc (Duncan et al., 1999; Heusinger-Ribeirg 2081).

Description schématiqgue des facteurs impliqués dans la régulation de CToBHFR .,

2002).
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Summary of signal transduction pathways involved in gene regulation of CTGF in all cell types studied.
< MZF1 binding site i} SMAD binding site
COAP-1 binding site stretch response element
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<& In skin fibroblasts the SP1 site has been shown to be involved in basal CTGF expression (leask et al. manuscript in preparation),
while in mesangial cells this site was not involved in basal or TGFB induced CTGF expression (Chen et al., 2002).

The BCE-1 element (former TBRE) has been shown to be involved in the basal expression of CTGF. However the signaling
pathway is not known until now.
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Récepteurs du CTGF et voies de transduction du signal associées

A I'heure actuelle, aucun récepteur spécifique pour le CTGF n'aidesdtifie. Seule
l'interaction non spécifique de CTGF avec des protéines a laceuwlulaire a été décrite
dans divers modeles cellulaires telles que la protéine LRPdémsity lipoprotein receptor-
associated protein), les HSPGs (Heparan Sulfate Proteoglgoalihéparine qui agissent
alors comme de co-facteurs (Gao and Brigstock, 2003; 2004). D’antezactions sont
décrites en particulier avec les intégrines ou plus récaemnavec le récepteur TrkA/pitr
(Wahab et al., 2005). Ces différentes interactions aboutissent a gireeessus cellulaires
tels que l'adhésion cellulaire, la synthése des composants de G ddEla migration

cellulaire.

Interactions CTGF et protéines de surface cellulaire

Protéine de surface cellulaire Isoformes de | Type cellulaire Modele
CTGF se liant
Brigstock | HSPG (heparan sulfate Toutes les Cellules hépatiques | Rat
proteoglycans) (Gao and Brigstock,isoformes stellaires activées
2003)
LRP (low density lipoprotein CTGF1-4
receptor-associated protein) (Gao| CTGF3-4
—_— and Brigstock, 2003) _ _ _ _ _ | _ . _ ... S L — -
Yoshida | Fibronectine (Yoshida and C-terminal
Munakata, 2007)
Récepteurs Isoformes de | Type cellulaire Modele
CTGF se liant
Lau intégrinea 631 Fibroblastes cutanés| Humain
(Chen et al., 2001a) non pathologiques
IntégrineaM2 Monocytes
(Schober et al., 2002)
Leask | Intégrinecdpletaspl | | Fibroblastes | Souris
(Chen et al., 2004) embryonnaires (MEF
Brigstock] intégrineavps "~ [CTGF4 ™~ " ] Cellules hépatiques | Rat
(Gao and Brigstock, 2004) stellaires activees
intégrineas5B1 CTGF4 Cellules
— L (Gao and Brigstock, 2005, 2006) | _ _ _ __ _ __pancreatiques | __ _
Wahab Récepteur TrkA/p75NTR (Wahab et
al., 2005)

Isoformes protéiques utilisées dans ces différestiades:

CTGF1-4 : protéine intacte de CTGF de 38kDa comteses 4 modules (IGFBP, VWC, TSP1, C-terminal)
CTGF 3-4 : isoforme protéique de CTGF (16-20 kDapantenant que les modules 3 et 4 (TSP1, C-tefina
CTGF4 : isoforme protéique de CTGF (10 kDa) ne esant que le module 4 (C-terminal)
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Voie de transduction du signal associée aux protéines Rho

Généralités
Dans nos travaux initiaux, nous avons mis en évidence gu’au sein deopatide radio-
induite (plus particulierement, cellules musculaires lissese$sd’entéropathie radio-induite -

FICML), la surexpression génique de CTGF était associge activation des genes codant

pour les protéines Rho (Vozenin-Brotons et al., 2004).

Fonctions biologiques des protéines Rho

Les protéines Rho (Ras Homologous) sont de petites protéines GTPasenapparta super-
famille des protéines Ras. Ces protéines sont impliquées daigsdéisation intracellulaire
via la liaison et I'nydrolyse du GTP. Elles sont classéediéigrents groupes, les plus

étudiées actuellement étant Rho avec ses 3 isoformes (A, B, C), Cdc 42 et Rac.

Fonctions intracellulaires régulées par la voie Rho

Structure du cytosquelette

Le cytosquelette est composé de micro-filaments (actine, myqaineonstituent un réseau
sous-membranaire et les cables/ou fibres de stress), de micestubulde filaments
intermédiaires. Le réseau sous-membranaire constitue la chargenta cellule, lui
permettant de se déformer (contraction, pseudopodes) et de se d@plgion cellulaire).
Les fibres de stress se constituent de filaments d'actimergeat le cytoplasme et sont
ancrées a la membrane plasmique au niveau des points focaux.

Les points d’adhésion focaux sont constitués d’'un assemblage complpxet@pes trans-
membranaires (taline, vinculine, intégrines...) a la matrice ettdaire, assurant ainsi la
continuité mécanique du tissu de part et d'autre de la membrangqulasLes cables sont
disposés de facon a résister aux forces qui s'exercent dans la cellule.

Les protéines Rho et leurs effecteurs ont pour fonction principakgdéer la polymérisation
et la dépolymérisation du cytosquelette en agissant sur &aueéd’actine et sur les
microtubules. De fagon générale, RhoA est essentielle a latiomdes fibres de stress et a
la formation et au maintien des points d’adhésion focaux. Les pest&iac et Cdc 42 sont

responsables de la formation des lamellipodes (protéines Racladibdmation des filopodes
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(protéines Cdc 42) et également permettent I'élaboration des pooatsxf complexes reliés
aux lamellipodes ou aux filopodes (Ridley, 1996).

Plus spécifiguement, l'activité des protéines Rho est dépendandéendgure des effecteurs
qui 'entoure. En effet, la formation des lamellipodes nécessailesnigration cellulaire sera
la résultante de la combinaison RhoA/ RhoC/ ROCK/ mDia. Parrgotiissociation
RhoA/ROCK limite le déplacement cellulaire en stabilisast p@ints d’adhésion focaux
(Wheeler and Ridley, 2004).

Adhésion cellule-cellule

La famille Rho a également une large implication dans I'adhésétinle-cellule via les
intégrines, les jonctions étanches et les jonctions adhérentes, ainsi quadtassdn cellule-
substratunvia les intégrines, CD 44 et les syndécanes.

Elles sont nécessaires a l'organisation du cytosquelette, a lasatden du transport
vésiculaire, a I'endocytose (pinocytose, phagocytose, endocytose)xaayt@se et a la

sécrétion cellulaire (Ridley, 2001c).

Migration cellulaire

Elles sont d’autre part impliquées au niveau de la migrationgRi@001b), la contraction et
la prolifération cellulaire. En effet, il existe une coordinatiorrestés protéines Rho, Rac et
Cdc42 dans la migration cellulaire. Rac intervient en premiéavarit de la cellule pour
'extension de celle-ci puis crée de nouvelles adhésions celtilaiseour de la matrice
extracellulaire. Ensuite Rho va permettre la contraction déritanyosine et va entrainer la
perte des points d’adhésion a l'arriére de la cellule permetiasitau reste de la cellule de

rejoindre le front cellulaire. Cdc 42 intervient dans la direction de la cellule.

Régulation de I'expression de CTGF

L’équipe de Goppelt-Struebe a montré que RhoA est impliquée danéglgation de
I'expression de CTGF aussi bien dans les cellules mésendiatégine murine que dans les
fibroblastes rénaux d'origine humaine (Hahn et al., 2000; Heusinger-Ribeiro et al., 2001)
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Rho et p53 ?

L'implication des protéines Rho dans I'apoptose reste tres contrevi@@eéak et al., 1997,
Esteve et al., 1995; Fiorentini et al., 1997b; Jimenez et al., 1995). Toutefoes pas été
décrit un lien entre les protéines Rho et p53. I'inhibition de Rho n’igfagesur I'expression
protéigue de p53 (Ikeda et al., 2003).

Réqulation de I'activité des protéines Rho

L’activation des protéines Rho est sujette a 2 niveaux de rigulafi) au niveau de la
maturation post-traductionnelle de la protéine « isoprénylation B ;a(i niveau de la
fonctionnalité de la protéine « équilibre GDP/ GTP de Rho ».

Isoprénylation

L’activité des protéines de la famille Rho est régulée parisigsénoides en particulier le
farnésylpyrophosphate (FPP) et le géranylgéranylpyrophospl&®PR). En effet, ne
possédant pas de domaine transmembranaire, elles doivent acquérir umedwoydeophile
qui leur est conféré par prénylation (GGPP, FPP : modificationstraosictionnelles des
protéines). Chaque isoforme de Rho possede sa spécificité d’isapi@mylRho-A et Rho-C
sont exclusivement géranyl-géranylés; Rho-B peut étre fadgedsyli géranylgéranylée
(Wheeler and Ridley, 2004).

Passage forme GDP en GTP

Ces modifications post-traductionnelles aboutissant a I'ancrageprdésines Rho a la

membrane plasmique, leur permettent de passer de I'état ifsmetd la forme Rho-GDP) a
I'état actif (sous la forme Rho-GTP) par échange et hydeodu GTP/ GDP. Ainsi, les
protéines Rho peuvent exercer leur fonction de signalisation intradedl en activant leurs

différents effecteurs en aval.

L'équilibre GDP/GTP est modulé par des régulateurs tels quprégéines GEF (Guanine
nucleotide Exchange Factor), et les protéines GAP (GTPase Activatiminiprbes protéines

GEF sont impliquées dans I'activaion des protéines Rho en étantéesciet activées par la

sous-unitén des récepteurs a 7 domaines trans-membranaires couplés ainepr@éCette
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coopération @G/GEF augmente la capacité catalytique de GEF a échanger le groupenikent GD
de Rho en groupement GTP. Il existe 2 groupes de protéines antagquistBminuent
I'activation des protéines Rho: 1- les protéines GAP qui stimidecdtalyse de Rho-GTP en
Rho-GDP ; les protéines GDI qui stabilisent la forme Rho-GDP waeauni du cytoplasme
limitant ainsi I'activation de Rho (Fig. 11) (Bishop and Hall, 2000;bkiahi et al., 1999;
Ridley, 2001a; Wettschureck and Offermanns, 2002).

Equilibre GDP/GTP des protéines Rho : réqulation de leur fonctionnalité, d’hpsss t

(Haydont, 2006)
Go. \(
RhoA -B
GTP
@) @)

GTP

Rho-GDI Rho-GDI
/ RhoA -B
Rho-GDF

Rho-GDI

GDP

Effecteurs des protéines Rho

Geénéralités

Le signal Rho est alors transmis par différents effecteurs (Ridley, 1996) :

- protéines kinases : sérine-thréonine kinases telles que Rho-KR@EK] impliquées dans
la réorganisation du cytosquelette, PKN (protéine kinase N),

- phosphatase : MLC phosphatase (phosphatase de la chaine légere de la myosine)

- protéines adaptatrices : impliquées dans la transduction deediffésignaux telles que
pl40mDia (dia protein, diaphanous related), rhophilin/ rhotekin, Citron,

- lipides kinases : PIP 5 kinase (phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kints@pissant avec

Rho/ Rac, est impliquée dans la réorganisation de I'actine etalaasrétion cellulaire ; Pl 3
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kinase interagissant avec Rac/ Cdc 42 est également recrutée dargalaisaton de I'actine

et dans la signalisation mitogénique.

Rho-kinase : effecteur des protéines Rho

Les Rho-kinases sont des sérine/ thréonine kinases qui se présentent sous 2 isoformes

- ROKa ou ROCK 2 dont I'ARN, est exprimé dans les tissus cérébraux, musculaires,
cardiaques, pulmonaires et placentaire.

- ROKpB ou p1l60ROCK ou ROCK 1 dont TARNest exprimé dans les tissus cérébraux et

musculaires.

Elles possédent 3 domaines : un domaine catalytique N-terminal, unngoceatral « coiled-
coil » (sur-enroulé) contenant la liaison Rho-GTP et un domaine d’legieok pleckstrin »
en C-terminal. Elles peuvent étre activées par Rho-GTP et négatlepar I'acide
arachidonique provenant des cellules musculaires lisses en réponse a de noguistesa
Elles sont impliquées dans la polymérisation du réseau d’actdanstla formation des fibres

de stress:

Controle de la polymérisation de I'actineconduisant & une stabilisation du cytosquelette
d’actine/myosine et a un renforcement des points d’adhésion focaux.appet, ila myosine
est présente dans la cellule soit sous forme phosphorylée (affind’guaiune), soit sous
forme non phosphorylée (non associée a l'actine). Les Rho-kinases phoaphdiyhe part
la MLCP (phosphatase de la Myosin Light Chain/ MLC). Ainsi, ROCHKlatge I'équilibre
myosine phosphorylée/non phosphorylée vers la forme phosphorylée de la myrasine
ailleurs, ROCK agit sur d’autres effecteurs tels que LIM-kinaséngithe la cofiline, protéine
stabilisatrice de I'actine G empéchant cette derniém @oks/mériser (actine globulaire — se
présentant sous la forme de monomere). Ainsi, l'inhibition de laim®fifa favoriser la
formation des filaments d’actine -F (filaments d’actine comésitde polymeres d’actine G).
L’ensemble de ces interactions aboutissent a la constitution diasqgcselette organisé
(Kaibuchi et al., 1999; Riento and Ridley, 2003; Wettschureck and Offermanns, 2002).
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Ro6le de Rho / ROCK sur la polymérisation de cytosquelettetid&a/ Myosine, d'apres (Haydont,

2006)
Rho A, B é

) . Actine
. mmmmm Myosine
Adducine P m— Taline
vinculine

Lim kinase

LilrIkinase p—" .l/v o
v

Formation des fibres de stress laphosphatase de la chaine légere de la myosine, au niveau
de sa sous-unité de liaison a la myosine, empéche la déphospborgtata chaine légere de
la myosine. Par conséquent, elle maintient I'association atiyosine contribuant ainsi a la

synthése des fibres de stress d’actine (Ridley, 1996).
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Formation des fibres de stress d'actine (Ridley, 1996)

MLC
MLCK II <+——— MLCP |— RHO kinase
Ser/Thr kinase
Ca2+ T
T MLC »ophosphorylé
cpa7 +— | RMo
PKA

CAMP-dépendant : :

Formation de fibres

de stress PKC

En augmentant la liaison
actine-myosine




TRAITEMENTS ANTI-FIBROSANTS

Difféerentes étapes de la fibrogénese peuvent faire I'objeibdies thérapeutiques différentes,

résumées brievement d’aprés le schéma ci-dessous (Rieder et al., 2007):

m Present treatments

g
' mainly focus on
Inflammation A reduction in
l inflammation
Attempts to
damag

different levels of
fibrosis induction

Myofibroblast activation may prove to be
favourable and

beneficial in the
future

Durant de nombreuses années, ce processus de fibrose a été caonsméecirréversible en

raison d’'une différenciation terminale irréversible des celldesvées du meésenchyme
(Bayreuther et al., 1988; Rodemann and Bamberg, 1995). Les traiteméntsoien été

développés a visée préventive : « traitements anti-fiborogenes ». Depwgse montré que les
cellules du mésenchyme possédaient d’'une part une certaineif@asti d’autre part, que la
fibrose est un processus dynamique et réversible ayant dhjetl’ de développement de
« traitements fibrolytiques » (Baillet et al., 1986; Delaniamale 1994). Enfin, une derniere
stratégie anti-fibrosante peut consister en un traitemenghiniiévolution et la progression

de la fibrose constituée vers un tissu acellulaire riche en MEC «iegitdibrostatique ».
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Différentes stratéqgies thérapeutiques de la fibrose, d’aprés (Haydont, 2006)

Ny

Cellule du Cellule du Accumulation de
fnesenciyme mésenchyme activées matrice extracellulaire
— _ - _
~ ~—
Traitement Préventif Traitement Curatif
ANTI-FIBROGENE FIBROLYTIQUE
»
>
Traitement Curatif
FIBROSTATIQUE

Différents axes de recherche concernant le développement d'uapdhiéque antifibrosante
s’effectuent autour de 4 grands axes :

(i) Traitement visant a limiter la différenciation etpeolifération des cellules activées du
mésenchyme.

(ii) Cibler les cytokines ou les récepteurs de cytokines imgdigiahs le développement et le
maintien de la fibrose.

(iif) Maitriser la synthese de matrice extracellulaire.

(iv) Piéger les espéces réactives de I'oxygene.

La Super-Oxyde Dismutase : SOD.

Dans les années 85-90, Balillet, Lefaix et Delanian ont éfgrégsiers a mettre en évidence
une diminution significative de 57% des territoires de fibrose cutapges traitement par

SOD Cu/Zn bovine (per 0s) dans le cadre d’'un essai de phasallét(Bt al., 1986; Delanian

et al., 1994).

Cependant, ce traitement par SOD a été définitivement interrempaison du risque de

transmission d’encéphalopathie spongiforme d’origine bovine.
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L’'association Vitamine E / Pentoxifylline.

Depuis, les principaux essais cliniques ayant développé une stratégitbrosante ont
reposé sur l'utilisation de Pentoxifylline — Vitamine E. Néanmoins, leursniggoas d’action
ne sont pas encore élucidés.

La Pentoxifylline a une action anti-inflammatoire associée adégeadation des composants
de la MEC tels que le collagéne (Duncan et al., 1995). Delamaon&ré a plusieurs reprises
une efficacité de cette stratégie anti-fiborosante (Delaarah Lefaix, 2004; Delanian et al.,
2003; Delanian et al., 2005), corroborée par I'équipe d’Okunieff qui a eatrmontré une
ameélioration fonctionnelle de la mobilité en territoire de fibrgséce a ce traitement
(Okunieff et al., 2004). Cependant, cette efficacité est remigeestion devant 'absence de
reproductibilité par d’autres équipes médicales (Gothard et al., 2005; Gothard et al., 2004)
En revanche, il est reconnu que la vitamine E posséde une aciioxyai@nte qui pourrait
exercer un rble protecteur de la fibrose radio-induite en cagsmhadicaux libres émis par
lirradiation. Laurent et al ont mis en évidence une diminutionaderéduction des especes
réactives de l'oxygene dans des fibroblastes et dans des esellsbues de la
microvascularisation associée a une réduction du nombre de cassureskdivude 'ADN
(Laurent et al., 2005; Laurent et al., 2006) mais le lien entredssures de I'ADN et le

développement des fibroses radio-induites reste a étre démontre.

Développement d’autres stratégies thérapeutiques

Au sein du laboratoire, des études préliminaires portant sur iégexfpression génique des
entéropathies radio-induites ont montré une surexpression du gene G3@Gié€a a une
dérégulation de la voie Rho, en particulier, nous avons observé une aatgpnedt gene
codant pour la protéine Rho (Vozenin-Brotons et al., 2004). Comme nous l'avons vu
préecédemment, la voie Rho est impliguée dans différents modéldibrdse. Ainsi, a
l'initiation de ce travalil, I'inhibition de la voie Rho avait étécdte comme pouvant agir a
différents niveaux : (i) empéche la migration des cellules imflatoires (macrophages,
polynucléaires neutrophiles et fibroblastes) dans la fibrose pulregnéi) empéche la
formation des fibres de stress dans des modéles de fibrose pubn@tamizu et al., 2001)
et rénale (Eberlein et al., 2001; Heusinger-Ribeiro et al., 200jathiga et al., 2002); (iii) et
empéche la différenciation myofibroblastique dans un modele dedibématique (Murata et
al., 2001).

Il existe différents inhibiteurs pharmacologiques régulant I'activatioa @eie Rho/ROCK.
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Statines : inhibiteurs de Rho

Il s’agit d’'une classe de médicaments utilisé dans leetrant de I'hypercholestérolémie. Les
statines, d’origine naturelle (Lovastatine, Simvastatine, Piatuast Mévastatine) ou
synthétique (Fluvastatine, Atorvastatine), inhibent de fagcon coimpétit réversible 'THMG-
CoA réductase qui permet la transformation de 'HMG-CoA enatoénate, du fait de leur
analogie structurale avec 'HMG-C0A33.

Elles possedent des propriétés physico-chimiques différentess: puvent étre en effet
hydrophobes, hydrophiles ou amphiphiles. La pravastatine est la tairle a présenter un
caractere hydrophile Iui conférant une biodisponibilité différenteadées statines (Hamelin
and Turgeon, 1998). En effet, elle possede une efficacité maxaunaieveau du foie et de
lintestin ; et elle ne peut pas passer passivement la l@aplasmatique pour pénétrer a
I'intérieur de la cellule mais utilise des transporteurs (Duncan et al., R0g8;et al., 1990).
Les statines sont décrites comme étant des agents avedfelespkeiotropes (Davidson,
2005). En effet, d’apres des modeéles animaux, elles possedent latécaiathiber
linflammation aigué et chronique en empéchant I'adhésion endothétitdemigration trans-
endothéliale des leucocytes au niveau des sites de I'inflammtieitz(Schmidt, 2002). Par
ailleurs, les statines agissent au niveau du mévalonate, préculeselar formation des
isoprénoides, en inhibant ces derniers. Ainsi, elles empéchentrdayig&ranylation,
nécessaire a 'ancrage des protéines Rho et par conséquerdictilaition. Il a été également
décrit que les statines pourraient diminuer la probabilité de déveldppenaladie
d’Alzheimer (Jick et al., 2000; Pedrini et al., 2005) mais aussi jouedle important dans le
contr6le des maladies vasculaires tel que I'athérosclérodieofidaet al., 2002). Concernant
'effet anti-tumoral des statines, ceci reste encore ta®roversé (Blais et al., 2000;
Demierre et al., 2005; Duncan et al., 2005; Goldstein et al., 2004; Peyater2005; Wong
et al., 2002)

Les autres inhibiteurs de la voie Rho/ROCK

La toxine C3.

Il s’agit d’'une exoenzyme C3, ADP-ribosyl transférase, detfidinsm botulinum. Elle inhibe
de maniére irréversible les 3 isoformes Rho-A, Rho-B et Rhao+rGeeliant de maniere
covalente avec I'ADP-ribose et l'asparagine 41 de la protéine Rhmsi, cette ADP-
ribosylation bloque sa translocation a la membrane et inhibe ainsictoité (Fiorentini et

al., 1997a) et peut conduire a la disparition des fibres de stre€8 taxine modifie de cette
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facon la sensibilité de Rho vis-a-vis de GEF et de GAPs etcpaséquent agissent
indirectement au niveau de leurs effecteurs (Sehr et al., 1998ltr& mécanismes
d’inhibition ont été décrits notamment par 'accumulation de Rho giy&esau niveau de la
membrane cellulaire qui, dans ces conditions, ne peut plus étre extraite de GDI.

D’autres toxines, les toxines A et B de Clostridium diféicihhibent les protéines Rho (Rho,
Rac et Cdc 42) par leur activité glycosyltransférase (Just et al., 1995at dius1995b).

La C3-toxine est une molécule vitro attrayante car spécifique des protéines Rho, mais

difficilement exploitable en clinique de part sa haute pathogénicité.

Les inhibiteurs allostériques de ROCK

Ces inhibiteurs allostériques sont relativement spécifiqgues de KRO& ROCK-II:
molécules Y-27632, HA-1077 (encore appelé Fasudil), H-1152P, H-89. Cependant, ils
peuvent inhiber d’'autres effecteurs de Rho, tels que PRK-1 et 2 ¢Datvial., 2000). Il
semblerait que ces inhibiteurs entreraient en compétition a&&® I{Breitenlechner et al.,
2003). A I'heure actuelle, seul le Fasudil possede une AutorisatiorisgesMr le Marché au

Japon pour les pathologies cardiovasculaires (Mohri et al., 2003).
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SYNOPSIS

Il parait essentiel en radiothérapie d’obtenir une efficati&apeutique avec un taux de
toxicité le plus faible possible. Cependant, il est fréequemmentnabsdes toxicités
apparaissant a long terme chez des patients en rémission Qe toxicités peuvent étre
plus ou moins invalidantes et peuvent entraver la qualité de vie de nos patients.

Jusqu’a présent, les différents travaux étudiant ces mécanisress acteurs de la fibrose
mettaient en exergue I'implication de la surexpression depIGFoutefois, au sein du
laboratoire  UPRES EA-2710, nos travaux initiaux évoquent d’autres meemis
moléculaires, notamment, I'absence de corrélation entre laitéédé la lésion de fibrose
intestinale radio-induite et I'expression de TB&HAnais, mettent en évidence I'importance de
'implication de son effecteur, CTGF. Leask et al ont obserafeétent que la surexpression
de CTGF maintenait le processus de fibrose dans la saénedet ce, indépendamment de
'expression de TGFL (Grotendorst et al., 2004; Leask and Abraham, 2004). De plus, nos
études génomiques ont mis en évidence que la surexpression de CTG#eslamssus
provenant d’entéropathies radio-induites était associée a une daoégd&ala protéine Rho.
Dans d’autres modeles, il a été montré (i) un lien fonctionnet éatCTGF et la voie Rho
(Heusinger-Ribeiro et al., 2001) et (ii) une implication de la R¥ie dans différents modéles
de fibrose pulmonaire (Shimizu et al., 2001), rénale (Eberlein et al., B@d&jnger-Ribeiro
et al., 2001; Nagatoya et al., 2002) et hépatique (Murata et al., 2001).

Cette thése a été réalisée afin dapprofondir la compréhensies mécanismes
physiopathologiques impliqués dans le développement et le maintiefibdeses radio-
induites. Ces travaux visent a caractériser les signaux redpessdu maintien de la
différenciation fibrogénique dans les cellules musculairesdigstestinales, puis de valider
limplication de cette voie de signalisation dans le maintietadérose radio-induite dans
d’autre modele expérimental tel que la fibrose pulmonaire. Paltacg rationnel biologique
solide, la poursuite de ce travail est de proposer aux patiepgdidation clinique de nos

travaux meneés au laboratoire afin de valider I'approche thérapeutique.

Dans le cadre de cette recherche translationnelle, il naml@éprimordial de travailler sur
un modeldn vitro le plus pertinent et représentatif de la fibrose intestirzalm-induite chez
’lhomme en vue d’une application clinique. Au sein de ce processusrdsdi les acteurs-clé

semblent étre les cellules musculaires lisses par leuétsdrc massive de matrice
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extracellulaire (Zheng et al., 2000). Nous avons donc développé un nrodidle unique par
extraction de cellules musculaires lisses de fibrose ou normedpsctivement a partir de
biopsies humaines d’entéropathie radio-induite et d’intestin non pathologigise.aPpartir
d’observations initiales (association d’une surexpression de CTGF a@ctiv&tion des géenes
codant pour les protéines Rho dans les cellules musculaires iksses d’entéropathie radio-
induite (FICML) (Vozenin-Brotons et al., 2003), nous nous sommes demandés
successivement :

1- Si a I'échelle cellulaire, la voie de signalisation dépenddete protéines Rho était
impliquée dans le maintien de la différenciation fibrogénique vi&ETNous avons mis en
évidence dans un premier temps que linhibition de la Rho-kinase induitéuassion du
phénotype fibrogénique radio-induit dans les cellules musculaires lissstinales.

2- Si cette modulation phénotypique était spécifique ou non des cetlukzsilaires lisses. Il
s’avere que la modulation pharmacologique de cette voie de sigjoalissexerce sur
d’autres types cellulaires.

3- Si I'inhibition de Rho/ROCK pouvait étre une nouvelle cible thérageaitanti-fiborosante
intéressante et transférée en clinique. En effet, la Pranastatus a semblé étre un inhibiteur
intéressant en raison de sa large utilisation depuis de nombreuges @our le traitement de
I'hypercholestérolémie. Ainsi, l'utilisation de la Pravastatinbibe ex vivo la cascade
Rho/ROCK/CTGF/MEC impliquée dans la fibrose radio-induite chronique.

4- Suite a ces résultats prometteurs, nous nous sommes demandtaEiit extrapolables a
d’autres modeles de fibrose, en particulier, la fibrose pulmondwas avons montré que
I'inhibition de la voie Rho/ROCK conduit a une régression de la fibrose pulmonaire.

5- Enfin, si le micro-environnement pouvait participer au maintien dartemps de la
différenciation fibrogénique. Il semblerait d’aprés nos travauxrpiéhires que la matrice
extracellulaire (MEC) a des temps trés précoces (ou laleat’a pas eu le temps de
synthétiser sa propre matrice) facilite I'adhésion etléFhent des cellules. A des temps
tardifs, la MEC pourrait participer a la pérennisation de la production de CTGF.

6- L'ensemble de ces travaux montre que la Pravastatine egjenn antifibrosant de la
fibrose établie dans des modéiewvitro, ex vivoetin vivo. Ceci nous a conduit a élaborer un
essai de clinique de phase Il évaluant I'effet curatif derévddtatine chez des patients
présentant une fibrose cutanée et sous-cutanée radio-induite &ébut d’inclusion prévue
mi — 2008). Nous pensons également que la voie de signalisation Rho/RO&K{iBrose
pourrait étre impliquée dans d’autres modeéles de fibrose, notamutanée et sous-cutanée.

Nous avons donc proposé dans des essais cliniques d’escalade de dagieuéermians le
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cadre d’'un essai clinique en cours de phase Ill concernant unadesdal dose sur le lit de
tumorectomie des patientes jeunes traitées pour un cancemdua’saidier les mécanismes
moléculaires impligués dans ces processus de fibrose et d'évalspectivement des

thérapies ciblées anti-fibrosantes.
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RESULTATS

Article |

L’inhibition de la protéine Rho kinase module le phénotype fibrogéniqdie-naduit de
cellules musculaires lisses intestinales par modification thsgyelette et de I'expression de

Connective Tissue Growth Factor.

Inhibition of Rho Kinase modulates radiation induced fibrogenc phenotype in intestinal
smooth muscle cells through alteration of cytosqueleton and Coactive Tissue Growth

Factor.

Bourgier C, Haydont V, Milliat F, Francois A, Holler V, Lasser P, Bourhisvigthé D,
Vozenin-Brotons MC

Gut (2005) 54 : 336-343.

Il avait été précédemment mis en évidence au sein du laborgtmréentéropathie radio-
induite chronique se caractérige situ (au sein des cellules musculaires lisses) par une
surexpression de CTGF associée a une activation des géenes padlatdgs protéines de la
voie Rho (Vozenin-Brotons et al., 2004).

Il avait été également montré que les cellules musculisss étaient principaux acteurs de
la synthése pathologique de la matrice extracellulaire audesitissus fibreux (Zheng et al.,
2000). D’'apres I'ensemble de ces données, nous avons caractérisé lgpehéestcellules
humaines issues d’intestin non pathologique et des cellules issusrdfEthie radio-induite.
Nous avons alors mis en évidence que les cellules musculases lissues d’intestin
pathologique d’origine humaine (FICML) possédaient une modificatideudecytosquelette
avec la présence de fibre de stress associée a unexpréssion de CTGF et de collagene de
type |. Associée a ces observations morphologiques et protéiques égaement une
dérégulation de I'expression d’ARNmM codant pour les protéines ueidade transduction
Rho/ROCK (étude par cDNA array).

Ainsi, nous avons constaté que les FICML présentaient une surexpression de CT(®E assoc

une dérégulation de la voie Rho. Or, la voie Rho peut induire le peptidé @as les
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fibroblastes (Heusinger-Ribeiro et al., 2001) et cette méme Rbe est impliquée dans
différents modeles de fibrose (Eberlein et al., 2001; HeusRigpeiro et al., 2001; Murata et
al., 2001; Shimizu et al., 2001). Nous avons donc étudié si la voie Rho/Rho-kiadse é
impliquée dans le maintien de la différenciation fibrogénique des FiCML.

L’inhibition de la voie Rho par I'Y27632, inhibiteur de ROCK, permet de madule
spécifiguement le phénotype fibrogéngiue des FICML (i) en modulanéseau d’actine
(diminution, voire abolition des fibres de stress au sein des FiCil)L)en inhibant la
production génique et protéique de CTGF, (iii) et en inhibant la producéoigue de la
chaineal du collagene de type | et la synthese protéiqueod8ri Actine et de la protéine
hsp 27, protéine chaperonne de l'actine.

Enfin, nous avons étudié s'il existait un lien entre la protéine R@Cle promoteur du
CTGF. En effet, Segain et al ont montré que l'inhibition de R@@kbait la production des
cytokines inflammatoires dans la maladie de Crohn via I'inhibitioNE&B, réduisant ainsi
linflammation intestinale (Segain et al., 2003). De plus, le promateu€TGF possede un
site de fixation pour le facteur NéB (Blom et al., 2002). Ainsi, en présence d'Y-27 632,
nous avons observé une diminution de la localisation nucléaire du fadtekB,Missociée a
une augmentation de la quantité de facte®uldans le compartiment cytoplasmique. Ceci
suggere une stabilisation du complexe ®B#«Ba, et donc une diminution de l'activité du
facteur de transcription sous I'action de I'Y-27 632.

L’ensemble de ces travaux indique que l'inhibition de la Rho-kinasetindairéversion du
phénotype fibrogénique radio-induit dans les cellules musculaires lissstinales.
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INTESTINAL MOTILITY

Inhibition of Rho kinase modulates radiation induced
fibrogenic phenotype in intestinal smooth muscle cells
through alteration of the cytoskeleton and connective tissue
growth factor expression
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Background: Late radiation enteritis in humans is associated with accumulation of extracellular matrix and
increased connective tissue growth factor (CTGF) expression that may involve intestinal muscular layers.
Aims: We investigated the molecular pathways involved in maintenance of radiation induced fibrosis by
gene profiling and postulated that alteration of the Rho pathway could be associated with radiation
induced fibrogenic signals and CTGF sustained expression.

Patients and methods: lleal biopsies from individuaE with and without radiation enteritis were analysed by
cDNA array, and primary cultures of intestinal smooth muscle cells were established. Then, the effect of
pharmacological inhibition of p160 Rho kinase, using Y-27632, was studied by real time reverse
transcription-polymerase chain reaction, western blot, and electrophoretic mobility shift assay.

Results: Molecular profile analysis of late radiation enteritis showed alterations in expression of genes
coding for the Rho proteins. To investigate further the involvement of the Rho pathway in intestinal
radiation induced fibrosis, primary intestinal smooth muscle cells were isolated from radiation enteritis.
They retained their fibrogenic differentiation in vitro, exhibited a typical cytoskeletal network, a high
constitutive CTGF level, increased collagen secretory capacity, and altered expression of genes coding for
the Rho family. Rho kinase blockade induced a simultaneous decrease in the number of actin stress fibres,
o smooth muscle actin, and heat shock protein 27 levels. It also decreased CTGF levels, probably through
nuclear factor kB inhibition, and caused decreased expression of the type | collagen gene.

Conclusion: This study is the first showing involvement of the Rho/Rho kinase pathway in radiation fibrosis
and intestinal smooth muscle cell fibrogenic differentiation. It suggests that specific inhibition of Rho kinase
may be a promising approach for the development of antifibrotic therapies.

complications of pelvic radiation therapy. It may occur

several months to years after radiation therapy and may
significantly alter the quality of life of cancer survivors.
Radiation enteritis is characterised by severe transmural
fibrosis associated with extracellular matrix remodelling.' *
Tissue stricture is responsible for loss of the compliant
relationship between the mucosa and muscularis layers and
the ensuing loss of intestinal function.

Intestinal function depends on both its transport capacity
and its motility, which ensures peristalsis. The contraction
process is mainly controlled by the enteric nervous system
and is achieved by smooth muscle cells. The structural and
also the functional role of intestinal smooth muscle cells in
intestinal connective tissue homeostasis, repair, remodelling,
and fibrosis is increasingly recognised.” * During fibrogenesis,
intestinal function is dramatically altered due to impaired
motility’ and excessive transmural deposition of collagen
secreted by fibrosis activated subepithelial myofibroblasts
and smooth muscle cells." The fibrogenic phenotype of
intestinal smooth muscle cells has been poorly investigated®
but differential isoactin expression (o smooth muscle actin
(o-sm actin) v y smooth muscle actin (y-sm actin)) has been
found to be associated with synthetic or contractile smooth
muscle cells in vitro.” In radiation enteritis, we found a
high expression level of a-sm actin  associated with
increased collagen deposition and increased expression of

Latc intestinal toxicity is one of the most common

www.gutjnl.com

the fibrogenic growth factor connective tissue growth factor
(CTGF) in the muscularis propria.' This suggests that CTGF
could be associated with radiation induced fibrogenic
differentiation in intestinal smooth muscle cells. Thus
understanding the mechanisms responsible for CTGF over-
expression in intestinal smooth muscle cells may give new
insights into the maintenance of radiation enteritis.

In the present study, we investigated regulation of CTGF
gene expression in intestinal radiation induced fibrosis by
c¢DNA array and found specific alteration of genes coding for
proteins of the Rho family. Rho proteins belong to a family of
small GTPases (RhoA, B, C, Rac-1, cdc 42) that control a wide
range of cellular functions including cell adhesion, formation
of stress fibres, and cellular contractility through reorganisa-
tion of actin based cytoskeletal structures.®” Modulation of
these cellular functions by Rho proteins largely depends on
activation of their downstrcam effector, Rho kinase
(ROCK)." Furthermore, Heusinger-Ribeiro ef al showed that
CTGF gene expression depends on the Rho signalling
Abbreviations: CTGF, connective tissue growth factor; «/v-sm actin, o/
v smooth muscle actin; HSP, heat shock protein; ROCK, Rho kinase; N/
RE SMC, normal/radiation enteritis smooth muscle cells; COL1A1, type |
collagen alpha 1; MLCK, myosin light chain kinase; RT-PCR, reverse
transcription-polymerase chain reaction; EMSA, electrophoretic mobility
shift assay; PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis; NFkB, nuclear
factor kB; TNF-o, tumour necrosis factor «; TGF-B1, transforming growth
factor 1
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Reversion of the fibrogenic phenotype by Rho kinase inhibition

pathway during kidney fibrogenesis." Thus we hypothesised
that both overexpression of CTGF and appearance of an
immature cytoskeleton in intestinal fibrosis activated smooth
muscle cells may be regulated by the Rho/ROCK pathway. We
analysed the involvement of the Rho/ROCK pathway in the
regulation of CTGF gene expression and actin cytoskeleton
using physiologically relevant primary cultures of intestinal
smooth muscle cells from individuals with and without
radiation enteritis, together with a specific inhibitor of ROCK,
Y-27632.

PATIENTS AND METHODS

Tissue sampling and immunohistochemistry

Tissue sampling was performed as previously described' and
patient characteristics are shown in table 1. Procurement of
tissue samples received prior approval from our institution’s
cthics committee and was performed according to the
guidelines of the French Medical Research Council.
Immunostaining was performed on fixed paraffin embedded
samples sectioned at 5 um, using an automated immuno-
stainer (Ventana Medical Systems, Illkirch, France) with the
avidin-biotin-peroxidase complex method. Collagen deposi-
tion was assess by Sirius red staining and adjacent sections
were incubated with antibodies against vimentin (1:50;
Sigma, St Quentin Fallavier, France) and CTGF (1:100; a gift
from AC de Gouville).

Cells, immmunofluorescence, and confocal laser
microscopy

Primary intestinal smooth muscle cells were isolated from the
muscularis propria by complete enzymatic digestion at 37°C
(0.2% type II collagenase and 0.1% soybean trypsin inhibi-
tor), subcultured in SmGM2 (Cambrex, Emerainville,
France), and used between P3 and P4. Three cell lines were
isolated from normal ileal muscularis propria and two cells
lines from fibrotic muscularis propria. Confluent monolayers
of normal (N SMC) and fibrotic (RE SMC) smooth muscle
cells were incubated with 10, 50, and 100 pM Y-27632
(Bioblock, Tllkirch, France) and subsequently analysed. After
fixation (0.5% paraformaldehyde) and permeabilisation
(0.1% triton X-100), cells were incubated with phalloidin-
FITC (Sigma) or with primary antibodies and FITC con-
jugated antibody, rinsed, and incubated in Rnase A/propi-
dium iodide. Stained cells were imaged by laser scanning
confocal microscopy.

Gene array analysis

Total RNA was extracted from tissue (n=6 normal ileum
and n =6 radiation enteritis) and confluent cells (n=3
N SMC and n =2 RE SMC) by the method of Chomczynski
and Sacchi,” quantified by absorption spectrometry, and
treated with RNase free DNase (0.5 unit/ul) to remove
contaminating genomic DNA. Atlas Human 1.2 (1176 genes +
nine housekeeping genes) and Cell Interaction (265 genes +

337

nine housekeeping genes) expression arrays from Clontech
Laboratories (Ozyme, St Quentin en Yvelines, France) were
used, as previously described.” (A list of all of the genes
included in these two arrays as well as their functions can be
found at www.clontech.com/atlas and is deposited in the
GEO database (www.ncbi.nih.gov/geo) under GEO accession
numbers GPL127 and GPL135.) Duplicate radiolabelled
probes were generated from a single preparation of RNA.
Hybridisation intensities were obtained using the Atlas Image
1.5 software, converted into ratios, and adjusted for back-
ground and housckeeping gene expression:

(Gene x intensity — background) / (average intensity for

housekeeping gene — background)

Baseline gene expression was established by averaging the
arrays obtained from six control samples; 25-35% variation in
gene expression was observed in the control group. This
allowed us to create a single “normal composite array” used
to comparce the set of normal samples with cach radiation
enteritis sample. A change in gene expression greater than
twice that of the averaged control group was considered
significant and data were used only when signal intensities
were above background (that is, 50% or more).

mRNA expression analysis using quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)
Real time RT-PCR was performed as previously described.’
CTGF FAM probe was purchased from PE Biosystems
(Courtabocuf, France). CTGF, 5'-TGT GTG ACG AGC CCA
AGG A-3' (forward) and 5'-TCT GGG CCA AAC GTG TCT TC-
3" (reverse); 5'-FAM, CTG CCC TCG CGG CTT ACC GA-3';
type I collagen alpha 1 (COLIA1), 5'-CCT CAA GGG CTC CAA
CGA G-3' (forward) and 5'-TCA ATG ACT GTC TTG CCC CA-
3" (reverse); y-sm actin, 5'-GCC CTC AGT CAC TGG GAG-3'
(forward) and 5'-TGT GTG GCT GAG TGA GCT GG-3'
(reverse); RhoB, 5'-GTC CCA ATG TGC CCA TCA TC-3'
(forward) and 5'-CTG TGC GGA CAT BCT CGT C-3’ (reverse).
Optimised PCR used the ABI PRISM 7700 detection system in
the presence of 135 nM specific forward, reverse primers, and
fluorogenic probe. Both water and genomic DNA controls
were included to ensure specificity. The purity of each PCR
product was checked by analysing the amplification plot
and dissociation curves. Relative mRNA quantitation was
performed using the comparative AACT method.

Procollagen type | secretion

Confluent cells were cultured for 24 hours under serum free
conditions and procollagen type I secretion was determined
using the Procollagen Type I C-Peptide EIA kit (Takara
Biomedicals, Cambrex).

Western blot analysis

Expression of heat shock protein (HSP) 27 (SPA-800;
Stressgen Biotechnologies, Victoria, BC, Canada), a-sm actin,
RhoA (sc-418; Santa-Cruz), and CTGF (sc-14939, Santa-Cruz

Table 1 Characteristics of the patient population

Time after RT (months) Tumour site Age (y) Sex Treatment
Patients with ileal stricture (n=6)
1-3 months Rectal cancer (n=2) 44-68 M/F n=2: RT 45 Gy/S/CT
4-16 months Gynaecological cancer (n=3) 37-49 F n=1: S/RT 45 Gy/CT;
n=1: S/RT 45 Gy/CT/BT 10-15 Gy;
n=1: S/BT 60 Gy
75 months Hodgkin disease (n=1) 51 M RT 40 Gy/CT
Patients with normal ileum (n=6) Colon adenocarcinoma 29-81 3M/3F Non irradiated,

Right hemicolectomy

RT, pelvic radiotherapy; BT, brachytherapy; CT, chemotherapy; S, surgery.

www.gutjnl.com
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A Sirius red

Vimentin

Relative mRNA level

Figure 1 (A) Intestinal smooth muscle cells exhibited fibrogenic
di?ferentiaﬁon in vivo. In the muscularis propria, Sirius red staining
showed collagen infiltration within smooth muscle bundles in radiation
enteritis (I, x200) versus normal bowel (I, x200) that colocalised with
vimentin positive cells (IV, x200). Connective tissue growth factor
(CTGF) immunostaining was negative in normal muscularis propria (V,
%200) whereas strong staining was observed in radiation enteritis (VI,
%200). (B) Gene array andlysis revealed induction of genes coding for
the Rho family and for actin polymerisation control in radiation enteritis
samples (n=6) compared with normal bowel samples (n=¢).

distributed by Tebu-Bio SA, Le Perray en Yvelines, France)
were assessed by western blot analysis on total protein
extracts from tissue or cells (2-3 x10°) incubated or not with
Y-27632 (10, 50, and 100 uM for 18 hours). Furthermore,
nuclear and cytoplasmic protein extracts were prepared using
the method of Schreiber and colleagues'™ from cells (1x10°)
incubated or not with Y-27632 (10 uM for 30 and 120 min-
utes) and sodium salicylate (25 mM for 45 minutes). Nuclear
extracts were used in electrophoretic mobility shift assay
(EMSA) experiments. Cytoplasmic extracts were used to
measure IkB-o (sc-371; Santa-Cruz) and p65 (sc-8008;
Santa-Cruz) protein levels by western blot. Proteins (5—
15 pg) were separated by 12% sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and electrotrans-
ferred onto a 0.45 pm nitrocellulose membrane. The mem-
brane was incubated with the primary antibody, washed, and
probed with the peroxidase labelled secondary antibody.
Detection was achieved by enhanced chemiluminescence
(ECL Amersham Pharmacia, Orsay, France). After dehybri-
disation, control loading was achieved by anti-glyceralde-
hyde-3-phosphate  dehydrogenase  antibody  (1:2000;
H86504M, Biodesign, Maine, USA). Densitometric analyses
were performed using an image analyser (Biocom, Les Ulis,
France) interfaced with the Phoretix image analysis software
(Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK).

www.gutinl.com
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Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

PAGE purified double stranded oligodeoxynucleotides con-
taining nuclear factor kB (NFxB) binding elements (5'-GAG
GAA TGT CCC TGT TTG-3") were 5 end labelled with
[v->?P]ATP using T4 polynucleotide kinase (Life Technology,
Cergy Pontoise, France). End labelled probes were purified
using a G-50 column (Pharmacia, Saclay, France) and 1x10>
cpm  were incubated with 2-5 pug nuclear extract for
30 minutes at room temperature in a final volume of 20 pl
containing 25 mM Tris HCl, pH 8, 50 mM KCl, 6.25 mM
MgCl,, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 10% glycerol, and 1 ug/
ul poly(dI-dC). For competition experiments, 10-fold excess
cold competitor was added to the reaction mixture before
incubation. Complexes were then resolved by 6% PAGE in
0.5x Tris-Borate-EDTA buffer. Gels were dried and com-
plexes were visualised and quantified using an intensifying
screen and a phosphorimager (Image Gauge software, FLA-
3000, Fuji Ray Test, France).

Statistical analysis
All values are reported as mean (SEM). Data were analysed
using one way ANOVA and the Student-Newman-Keuls test.

RESULTS

Intestinal smooth muscle cells exhibited fibrogenic
differentiation in vivo

Fibrogenic differentiation of intestinal smooth muscle cells
was investigated in radiation enteritis muscularis propria by
histological staining of collagen and immunohistochemical
detection of cytoskeleton markers (o-sm actin, vimentin,
desmin) as well as CTGF expression. Compared with normal
bowel, collagen infiltration was observed in radiation
enteritis (fig 1A), associated with accumulation of vimentin
positive cells (fig 1A). Strong CTGF immunoreactivity was
also observed in the muscularis propria smooth muscle cells
from radiation enteritis (fig 1A).

Genes coding for Rho family small GTPases and genes
involved in actin polymerisation are altered in
radiation enteritis samples

The global ¢cDNA array approach revealed alterations in the
expression profile of genes coding for intracellular signalling
molecules of the Rho family. A significant and reproducible
fivefold increase in RhoB gene expression was found in
radiation enteritis samples (fig 1B) and confirmed by real
time RT-PCR (x2.5, p<0.05). mRNA level of the gene coding
for the ras-like protein TC10 reached a twofold increase
whereas that of Rho HP1 and Rho C showed an eightfold and
a fourfold decrease, respectively. Rho A mRNA level slightly
increased in radiation enteritis samples (1.6-fold) but this
difference was not confirmed at the protein level (data not
shown). Expression of Cdc42 and Rac genes was not detected
by cDNA array analysis nor were the genes coding for the
LIM kinase and MLCK (myosin light chain kinase), which
arc involved in the control of actin polymerisation and act
downstream of Rho. Conversely, gene expression of the actin
filament assembly regulator zyxin and of the actin chaperone
HSP27 significantly increased (5.5-fold) in radiation enteritis
samples (fig 1B).

Primary smooth muscle cells isolated from radiation
enteritis biopsies exhibit a fibrogenic phenotype
In order to study the molecular mechanisms involved in the
maintenance of radiation induced fibrogenic differentiation
in intestinal smooth muscle cells, primary cells were derived
from normal (N SMC) and fibrotic (RE SMC) muscularis
propria.

Primary N SMC exhibited a typical phenotype with a
characteristic spindle shaped morphology and the presence of
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Phalloidin

a-sm actin Vimentin
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Figure 2 (A) Immunofluorescence
experiments showed that normal
smooth muscle cells (N SMC) exhibited
typical infestinal differentiation markers
in vitro. They were positive for vimentin
and tropomyosin whereas only a few
cells expressed o smooth muscle actin
(o-sm actin). (B) Smooth muscle cells
derived from radiation enteritis (RE
SMC) showed greater densities of stress
fibres and a strong constitutive o-sm
actin protein expression. RE SMC (two
cell lines) exhibited a prosecretory
phenotype with a higher constitutive
connective tissue growth factor (CTGF)
mRNA level (experiments done in
triplicate; C) and procollagen type |
(PIP) secretion (experiments done in
dup|icqte; D) than their normal
counterpart (three cell lines). *p<0.05
compared with untreated N SMC.
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actin stress fibres. At confluency, spontancous retraction
occurs and produces “hill and valley” pictures, as previously
described.”  RE SMC exhibited a more compact morphology
and higher density of stress fibres than their normal
counterparts (fig 2A and B, phalloidin). Cellular differentia-
tion was assessed using the markers proposed by Graham
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Figure 3 Gene array andlysis revealed induction in the expression
profile of genes coding for the Rho pathway in radiation enteritis smooth
muscle ceﬁs (RE SMC) compared with normal smooth muscle cells (N
SMC). Hybridisation intensities were obtained using the Atlas Image 1.5
software, converted into ratios, and adjusted for background an
housekeeping gene expression. A ““normal composite array’” was
established by averaging the three arrays obtained from the three N
SMC lines and compared with the two RE SMC lines.

and colleagues' and Brittingham and colleagues.” No
differences were found between N and RE SMC regarding
vimentin, tropomyosin protein expression (fig 2A, B), and
v-sm actin mRNA levels (data not shown) whereas high
levels of o-sm actin were found in RE SMC, suggesting an
immature and synthetic phenotype. Semi quantitative
western blot analysis confirmed the high o-sm actin
constitutive level in RE SMC that was barely detected in N
SMC (see fig 4C, lane 0).

The synthetic phenotype of RE SMC was confirmed by the
CTGF and type I procollagen study. Constitutive CTGF mRNA
level was higher in RE SMC versus N SMC, as assessed by
¢DNA array analysis (x2.5) and real time RT-PCR (x7)
(fig 2C). Furthermore, RE SMC secreted twofold more type 1
procollagen than their normal counterparts, as measured by
ELISA (fig 2D).

The global ¢cDNA array approach confirmed induction of
genes coding for the Rho pathway in RE SMC (fig 3).
Expression of genes coding for Rho A, B, C, and p2lRac
increased, together with that of the gene coding for the p160
Rho kinase and for zyxin. A threefold increase in RhoB
mRNA level in RE SMC versus N SMC was observed by real
time RT-PCR analysis (p<0.05). Conversely, genes coding for
the LIM kinase and MLCK were not detected, and HSP27
mRNA remained unchanged. Levels of endogenous Rho
protein inhibitors however simultancously increased (Rho
GDI -1, -2, Rho E).

Rho kinase inhibition regulates the fibrogenic
phenotype

To study the involvement of the Rho pathway in the
maintenance of radiation induced fibrogenic differentiation,
we used Y-27632, a pyrimidine derivative inhibitor of ROCK.
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Figure 4 Alteration of actin stress fibre network by Rho kinase
inhibition. F-actin was determined by FITC-phu”oicﬁ/n staining after
Y-27632 incubation in normal smooth muscle cells (N SMC) (A) and
radiation enteritis smooth muscle cells (RE SMC) (B). Rho kinase
inhibition decreased heat shock protein (HSP)27 and o smooth
muscle actin (o-sm actin) protein expression. (C) HSP27 and o-sm
actin protein levels were assessed by western blot. Values were
normalised to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
protein levels. The blot is representative of three independent
experiments.

Similar qualitative and quantitative modifications of the
stress fibre network were observed after 18 and 24 hours of
Y-27632 incubation, thus subsequent analyses were per-
formed after 18 hours of incubation except for COL1A1 gene
expression. With the smallest doses (10 and 50 uM Y-27632),
the originally flat and confluent cells had assumed a
more rounded morphology, and F-actin staining became
sparse, especially in the central cell body. With the higher
dose (100 pM Y-27632), cells were found to lack stress
fibres and had a rounded morphology with very few
cytoplasmic processes (fig 4A, B). In RE SMC, the morpho-
logical modifications induced by high doses of Y-27632
suggested apoptotic features and were associated with a
dose dependent decrease in o-sm actin and HSP27
protein levels (fig 4B, C). Analysis of CTGF expression
levels in RE SMC after incubation with Y-27632 showed a
significant dose dependent decrease in CTGF mRNA to
levels detected in untreated N SMC (fig 5A). This was
further confirmed by western blot (fig 5B). In order to
investigate the CTGF inhibition cascade further downstream,
we studied COLIAl gene expression and showed that
COLIAl mRNA levels decreased significantly in RE SMC
after 24 hours of incubation with 100 uM Y-27632 (fig 5C).
In N SMC, Y-27632 had no significant effect on oo—sm actin
or HSP27 protein expression or on CTGF or COL1A1 mRNA
levels.
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Figure 5 (A, B) Regulation of connective tissue growth factor (CTGF)
expression by Rho kinase inhibition. (A) CTGF mRNA level was assessed
by real time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).
Values are mean (SEM); n=4. *p<0.01 compared with untreated
normal smooth muscle cells (N SMC); +1p<<0.01 compared with
untreated radiation enteritis smooth muscle cells (RE SMC). (B) CTGF
protein level was assessed by western blot in RE SMC. The blot is
representative of three independent experiments. GAPDH,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. (C) Regulation of type |
collagen alpha 1 (COL1AT1) expression by Rho kinase inhibition.
COLTAT mRNA levels were assessed by real time RT-PCR. Values are
mean (SEM); n=4. *p<0.01 compared with untreated N SMC;
t1p<0.01 compared with untreated RE SMC.

Rho kinase inhibition decrease NFxB DNA binding
activity

Next we investigated the effect of ROCK inhibition on
nuclear protein binding activity to NFkB consensus sequence
located in the CTGF promoter. Incubation of cells with
Y-27632 or sodium salicylate, an NFxB inhibitor, decreased
NFkB DNA binding activity in RE SMC but not in N SMC
(fig 6A). Western immunoblotting was used to determine
whether inhibition of NFkB DNA binding activity occurs
through stabilisation of the IkBa isotype. We found increased
IkBa levels in cytoplasmic extracts of RE SMC treated with
Y-27632 and sodium salicylate (fig 6B) which was not
associated with increased levels of the p65 subunit in RE
SMC (fig 6B).
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Figure 6 (A) Results of electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
protein binding to the nuclear factor kB (NFiB) consensus site after
incubation with 10 uM Y-27632 (Y) for 30 minutes and 120 minutes,
and with 25 mM sodium salicylate (S) for 45 minutes. Non-radioactive
NF«B oligo (CPX10) blocked NF«B DNA binding. The blot is
representative of two independent experiments. (B) Western blot analysis
of IkBo and pé5 in cytoplasmic extract of normal smooth muscle cells (N
SMC) and radiation enferitis smooth muscle cells (RE SMC) incubated
with Y-27632 (Y) and sodium salicylate (S). The blot is representative of
two independent experiments.

DISCUSSION

The main finding of our study was that the small GTPase
Rho/ROCK signalling pathway regulates the radiation
induced fibrogenic programme. This conclusion was based
on two observations: firstly, expression of the genes coding
for proteins of the Rho/ROCK pathway was enhanced both in
tissues and primary smooth muscle cells derived from
radiation enteritis patients. Secondly, p160 ROCK blockade
altered the actin network and decrcased CTGF constitutive
expression, most probably through inhibition of NF«xB.
Finally, CTGF inhibition led to decreased type I collagen
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Figure 7 Chronic activation of the Rho/Rho kinase (ROCK) cascade in
radiation enteritis is involved in infestinal smooth muscle cell
differentiation towards an immature phenotype with altered prosecretory
and contractile properties. CTGF, connective fissue growth factor;
a/y-sm actin, o/ smooth muscle actin; HSP, heat shock protein; NFxB,
nuclear factor kB.

synthesis. Our results suggest that pl60 ROCK blockade
tends to reverse fibrogenic differentiation in vitro, and
provides mnew insight into the molecular mechanisms
involved in maintenance of radiation induced fibrosis in the
intestine (fig 7).

In an effort to characterise the cellular phenotype involved
in maintenance of late radiation induced fibrosis, we
developed a useful in vitro model of radiation fibrosis. Here
we showed that primary smooth muscle cells derived either
from normal or radiation enteritis samples retained their
respective phenotype after isolation and prolonged culture, as
previously described in other culture models.”* Intestinal
smooth muscle cells derived from radiation enteritis samples
maintained an immature (o-sm actin expression and
prominent stress fibres) and synthetic phenotype (procolla-
gen and CTGF expression) in vitro. Furthermore, our ex vivo
and in vitro studies showed concomitant enhanced expres-
sion of CTGF, Rho proteins, and pl60 ROCK in smooth
muscle cells isolated from radiation enteritis, suggesting that
alteration of the Rho/ROCK pathway may be associated with
the activation network involved in the maintenance of
radiation induced fibrogenic differentiation.

In smooth muscle cells derived from radiation enteritis
samples, inhibition of pl60 ROCK using Y-27632°" clicited
disruption of the actin cytoskeleton and decreased expression
of o-sm actin. Furthermore, we observed concomitant
decreased expression of the actin chaperone HSP27, suggest-
ing that regulation of cell morphology and stress fibre
formation may be mediated by HSP27. Indeed, HSP27 has
been proposed as a molecular link between the Rho signal
transduction cascade and the cytoskeleton.” > HSP27 is
required for orientation of the cytoskeletal network com-
posed of actin, tropomyosin, myosin, and caldesmon,** and
acts in conjunction with zyxin to mediate actin assembly.

Regulation of the intracellular actin network in fibrosis
activated smooth muscle cells may affect the mechanical
tension within the tissue and modulate tissue stricture.
Furthermore, regulation of the cytoskeleton organisation
affects gene expression. Indeed, Goppelt-Struebe’s group
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recently found that changes in the microtubular and actin
fibre network regulated CTGF expression in immortalised
human renal fibroblasts.”” They showed that inhibition of
Rho mediated signalling using various pharmacological
agents, including Y-27632, prevented upregulation of CTGF
induced by microtubule disrupting agents. Our results extend
these observations to cellular models that are physiologically
relevant to intestinal fibrosis, as the modulation obtained
after Y-27632 incubation reached significance only in cells
derived from radiation enteritis. Our data further showed
that inhibition of ROCK reversed the established phenotype
(that is, sustained high expression of CTGF). These observa-
tions indicate that the Rho/ROCK pathway may be involved
in sustained overexpression of CTGF in radiation induced
fibrosis and that it may contribute to maintenance of the
fibrogenic phenotype.

The molecular mechanisms involved in the Rho/ROCK
dependent control of CTGF expression remain to be
investigated but one attractive hypothesis concerns the
transcription factor NFkB.* Segain and colleagues® recently
demonstrated that blockade of ROCK with Y-27632 pre-
vented production of proinflammatory cytokines (tumour
necrosis factor oo (TNF-a), interleukin 1B) through inhibition
of 1kB kinase and NFkB activation in Crohn’s discase. As the
CTGF promoter includes a NFkB consensus binding site,* **
we tested this hypothesis in our primary cells and found that
incubation with Y-27632 inhibited NFkB DNA binding
activity and induced cytosolic stabilisation of IkBa. This
suggests that a regulatory cascade is activated after incuba-
tion with Y-27632: inhibition of pl60 ROCK prevents
activation of IkB kinase, which in turn stabilises IxBa, and
inhibits NFkB nuclear translocation and CTGF transcriptional
activation. This hypothesis seems consistent with the find-
ings of Segain et a/ but does not concur with prior findings by
Abraham and colleagues.”® The latter showed that TNF-o
suppresses transforming growth factor 1 (TGF-B1) induced
CTGF expression and proposed that this inhibition may be
directly or indirectly mediated by NFxB activation. These
discrepancies could be explained by the fact that different
cellular models were used (physiological model of fibrosis
versus TGF-B1 stimulated cells) and different tissues were
targeted. Further studies will however be necessary to fully
define how NF«xB acts on CTGF transcriptional activation in
our model and to determine if NFxB modulation could occur
specifically in cells isolated from radiation enteritis. CTGF is
involved in maintenance of the fibrogenic phenotype and
transactivation of genes coding for components of the
extracellular membrane,” and as such its inhibition may be
a promising novel antifibrotic strategy. In our model, the
decrease in type I collagen mRNA levels observed after
incubation with Y-27632 further supports this hypothesis.
The precise mechanisms involved in maintenance of the
fibrogenic phenotype are poorly known but alteration of the
Rho pathway may be involved. In cells derived from radiation
enteritis samples, we observed a concomitant increase in
levels of RhoA and B and their physiological inhibitors, Rho E
and Rho-GDI. Rho E inhibits Rho activity by direct binding to
ROCK™ whereas Rho-GDI acts by direct binding to the
inactive form of Rho GDP.” Although expression of both Rho
and Rho inhibitors is enhanced in radiation enteritis, the
Rho/ROCK pathway seemed to be more active in cells derived
from radiation enteritis samples. This suggests that endo-
genous control of Rho activity may contribute to main-
tenance of fibrogenic differentiation.

Taken together, these observations indicate that radiation
induced fibrogenic differentiation of intestinal smooth
muscle cells does not solely depend on local regulatory
mediators but may also involve a genetic programme
triggered by alteration of signal transduction pathways.
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Furthermore, these observations provide evidence that
radiation induced fibrogenic differentiation can be modu-
lated, thus opening new perspectives for antifibrotic thera-
pies. Targeting the Rho/ROCK pathway may become a novel
therapeutic approach to treat radiation fibrosis. Further
studies will however be necessary to investigate the
respective contribution of RhoA, B, C, Rac-1, and cdc42 in
the fibrogenic phenotype and the effectiveness of inhibition
of the Rho/ROCK signalling pathway in vivo.
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Robin Spiller, Editor

An unusual cause of upper gastrointestinal haemorrhage

Clinical presentation

A 59 year old man presented with melena. There was no
history of non-steroidal anti-inflammatory drug use, peptic
ulcer, or chronic liver disease. He had a history of iron
deficiency anaemia for the past five years that required oral
iron supplements intermittently. Previous oesophagogastro-
duodenoscopy and colonoscopy were negative.

Physical examination disclosed bluish vascular lesions on
the upper trunk and undersurface of the tongue (fig 1A, 1B).
Laboratory investigations revealed a haemoglobin level of
4.2 mg/dl and haematocrit of 15%, but normal international
normalised ratio and platelet count. Oesophagogastroduo-
denoscopy and colonoscopy on an emergent basis were
negative.

Question

What further investigation should be obtained to make a
definitive diagnosis? What is the most likely diagnosis?

See page 373 for answer

This case is submitted by:

G D De Palma, M Rega, P Ciamrarra, S Masone, G Persico
Department of Surgery and Advanced Technologies, University Federico Il
School of Medicine, Naples, Italy

Correspondence to: Professor G D De Palma, Department of Surgery and
Advanced Technologies, University Federico II. School of Medicine, via
Pansine, 5 Napoli 80131, Italy; giovanni.depalma@unina.it

doi: 10.1136/gut.2004.046698

Figure 1

Physical examination of the patient revealed bluish vascular lesions on the upper trunk (A) and on the undersurface of the tongue (B).
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Article 1l

La Voie Rho/ROCK comme cible thérapeutique pour la modulation dxilté intestinale

radio-induite.

Rho/ROCK pathway as a molecular target for modulation of intestial radiation-

induced toxicity.

Haydont V,Bourgier C, Vozenin-Brotons MC

The British Journal of Radiology (2007), 80, S32—-S40

L’ensemble des résultats évoqués ci-dessus ont été réalisés sallules musculaires lisses
de lintestin. Or, le mésenchyme intestinal est composé gpe3 tcellulaires : les cellules
musculaires lisses, les fibroblastes sous-muqueux et les myodisiedbl sub-épithéliaux.
Nous avions initialement axé nos recherches sur les CMLIlesr étaient décrites comme
étant les acteurs principaux de la synthese pathologique derlaengdtracellulaire dans la
fibrose radio-induite (Zheng et al., 2000). Cependant, qu’'en est-il pousukess types
cellulaires du mésenchyme ? Nous avons donc étudié cette méménmttpie sur des
myofibroblastes sub-épithéliaux isolés de biopsies intestinales nbolqgagues (N-MYO)
ou issues d’entéropathie radio-induite (RE-MYO).

Nous avons constaté que les myofibroblastes sub-épithéliaux issugrofmthie radio-
induite possedent un phénotype fibrogénique avec (i) une morphologietgliés, €ii) un
cytosquelette constitué de fibres de stress, (iii) une surexpnede CTGF et de collagene de
type |; et enfin (iv) une dérégulation de la voie Rho/ROCK.nhige en présence de
l'inhibiteur Y-27 632 induit une réversion du phénotype fibrogénique des bngbfastes
RE-MYO.

Ces resultats suggeérent que I'ensemble des types celldairagsenchyme intestinal semble

répondre aux traitements anti-fibrosants ciblant la voie Rho/ROCK.
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Rho/ROCK pathway as a molecular target for modulation of

intestinal radiation-induced toxicity

V HAYDONT, pho, C BOURGIER, mp and M-C VOZENIN-BROTONS, php

UPRES EA 27-10 "Radiosensibilité des tumeurs et tissus sains”, Institut de Radioprotection et de Sdreté Nucléaire/institut
Gustave Roussy, Villejuif and Laboratoire de Radiopathologie, SLBE/DRFPH, Institut de Radioprotection et de Sdreté

Nudléaire, Fantenay-aux-Roses, France

ABSTRACT. More than half of cancer patients are treated with radiation therapy.
Despite its high therapeutic index, radiation therapy can cause disabling injuries to
normal tissues, especially in long-term survivors. Thus, one of the great challenges of
modern radiation therapy is to increase tolerance of normal tissue to ionizing radiation
in order to improve the quality of life of cancer survivors and/or enhance local control
using dose escalation. The physiopathological aspects of normal tissue toxicity have
been widely explored; however, none of these descriptive findings has led to the
development of effective therapeutic strategies. Several empirical treatments have also
been used in clinical trials (superoxide dismutase, pentoxifylline-tocopherol); however,
the results are still controversial, and their mechanisms of action have not been clearly
defined. The recent development of high-throughput biological approaches will
contribute greatly to the characterization of the molecular pathways associated with
normal tissue toxicity and the identification of specific and effective molecular targets
for therapeutic interventions using already known or new pharmacological
compounds. In this paper, we will discuss recent advances made in the characterization
of one of the most serious complications of radiation therapy, late intestinal toxicity,
using molecular profiling. We will focus on the involvement of the Rho/ROCK pathway
in the development and maintenance of late radiation enteropathy. The role of the
Rho/ROCK pathway in tissue response to radiation injury will be reviewed, as well as
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therapeutic perspectives.

Introduction

In France, at least 30 000 cancer patients are treated with
pelvic radiotherapy every vear. Most of these patients
experience acute transient intestinal texicity, mainly due to
intestinal inflammation. However, the most concerning
clinical problems are associated with chronic gastrointest-
inal disorders that significantly alter the quality of life of
cancer survivors. Patients teated with radiation may
experience severe and potentially life-threatening late
intestinal complications, such as fistulation, sepsis, intest-
inal failure, perforation, obstruction and bleeding, which
required surgery in5% of cases at 5 years [1]. Recent reports
suggest that, in more than half of patients, irradiation of
pelvic tumours leads to permanent gastrointestinal damage
(ie. altermating episodes of diarrhoea and constipation,
abdominal pain, malabsorption, faecal urgency) [2, 3], for
which no efficient treatment is available today.

Pathological changes observed in severe late intestinal
lesions have been widely explored using a descriptive
approach [4]. The main histopathological hallmarks of
radiation-induced late intestinal damages in radiother-
apy patients are fibrosis associated with inflammation
and vascular sclerosis and, although to a lesser extent,
epithelial lesions. Bowel fibrosis is characterized by
transmural accumulation of extracellular matrix within

Address correspondence to: Dr Marie-Catherine Vozenin-Brotons,
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intestinal layers that induces loss of compliance, impairs
intestinal function and leads to obstructive syndromes
[5]. Therefore, targeting fibrosis appears to be the most
attractive approach to treat delayed intestinal toxicity.
Two major aspects of the physiopathology of radiation-
induced fibrosis are still unclear: the precise sequence of
cellular and molecular events that lead to fibrosis constitu-
tion and the signals involved in the maintenance of the
fibrogenic process. Addressing these issues is, however, no
simple task. Several experimental models have been
developed in rodents and have provided detailed data on
cytokine and growth factor profiles [6]. Classical rodent
models, which are useful for investigating therapeutic
effects, and knockout mice, which can provide precise
mechanistic information, are not suited to the study of
fibrogenesis because the wound healing response in
rodents is quite different from that observed in humans,
One important difference is the fact that granulation tissue
is not produced in rodents [7]. Fibrogenesis can, on the
other hand, be studied directly in human tissue samples.
Partial data have been obtained so far, mainly based on the
observation of histological changes occurring during the
course of radiation therapy treatment in samples of rectal
mucosa [8-11]. These studies showed the appearance of
epithelial ulceration after a 20 Gy irradiation (after the
second week of radiotherapy) followed by a complete
restitution of mucosal integrity by the end of the treatment.
These findings indicate thatmucosal injury is minimal with
the treatment schedules used in clinical practice.
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Monitoring the precise sequence of pathological events
leading to late damage is more difficult Standard treatment
for rectal cancer includes preoperative irradiation, which
provides the opportunity to assess structural changes in
“normal” human rectal tissue surrounding tumours up to
6 weeks after completion of therapy. Interestingly, post-
radiation remodelling characterized by transmural fibrosis
was observed in more than 80% of patients (M-C Vozenin-
Brotons, personal communication), which suggests that
rectal tissue is engaged in the fibrogenic process during the
asymptomatic subacu te phase. For obvious ethical reasons,
further structural studies cannot be carried out during the
subacute and obstruction phases; however, symptoms
reported by patients suggest that, once initiated, the
fibrogenic process is not spontaneously reversible.

Cellular features of intestinal radiation
fibrosis: fibrogenic differentiation of intestinal
mesenchymal cells

During the past few years, much progress has been made
in elucidating the cellular mechanisms underlying late
radiation fibrosis. The role of intestinal mesenchymal cellsin
intestinal fibrosis constitution and maintenance is increas-
ingly recognized nowadays. In healthy bowel, subepithelial
myofibroblasts, located in the mucosa, and smooth muscle
cells, located in muscular layers, are involved in the
maintenance of tssue structure and function (intestinal
contraction, extracellular matrix homeostasis). In fibrotic
conditions, their role is enhanced as they are responsible for
the excessive collagen secretion, impaired motility and
secretion of the fibrogenic growth factors [12].

Comparing primary cultures of human smooth muscle
cells isolated from either normal ileum or radiation
enteropathy (RE) [13] showed that cells derived from RE
exhibit a specific radiation-induced fibrogenic differen-
tiation with an altered cytoskeleton structure and pro-
secretory phenotype. In order to determine whether
fibrogenic differentiation 1s similar in all intestinal
mesenchymal cell subtypes, experiments were per-
formed with subepithelial myofibroblasts derived from
normal or RE patient mucosa. Normal primary sub-
epithelial myofibroblasts were rather large cells with a
dense stress fibre network, while those derived from RE
patient mucosa exhibited a higher density of stress fibres
and an increased expression in z-smooth muscle {sm)
actin (Figure 1ab). Increased mRNA levels of connective
tissue growth factor (CTGF) were found in subepithelial
myofibroblasts isolated from RE, as well as twofold more
Type I procollagen secretion (Figure 1c, d). In summary,
similar phenotypical features were found in smooth
muscle cells and subepithelial myofibroblasts derived
from RE, which might suggest that common pathways
maintain radiation-induced fibrogenic differentiation in
intestinal mesenchymal cells.

Molecular features of intestinal radiation
fibrosis: the role of connective tissue growth
factor

Research on the molecular mechanisms responsible for
the onset of radiation-induced fibrogenic differentiation
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has mostly focused on one important fibrogenic growth
factor, namely transforming growth factor (TGF}-f1, and
its related signalling pathway, Smad [14-17]. Indeed,
TGE-fi1 directly transactivates z-sm actin and extracel-
lular matrix genes. Another important fibrogenic growth
factor, CTGF/CCN2, is highly expressed in RE [12].
CTGF belongs to the CCN family of the immediate early
genes (CYR 61, CTGF and NOV) and is secreted as a
38 kDa cysteine-rich peptide. It has been identified
recently as an essential mediator of fibrosis maintenance
and a key target for antifibrotic therapies [18]. The CTGF
transactivation pathway that has been studied the most
is TGF-fi dependent. TGF-fi regulates the CTGF gene via
two main specific DNA sequences: the Smad consensus
and the TGF-fi RE/BCE-1 binding sites [19, 20]. CTGF
was shown to enhance binding of TGF-Jf to its receptors,
thereby amplifying the effect of TGF-f action [21]. Other
activation pathways may also be involved in the
regulation of CTGF. A high-throughput biological
approach using ¢DNA arrays was used to get a
comprehensive overview of the changes in the gene
expression profile associated with late intestinal radia-
tion injury and to gain new insights into the regulation of
CTGF in diseased tissues. While classical approaches
allow the examination of individual candidate genes,
genome-wide gene expression analysis enables simulta-
neous examination of hundreds of genes that may reflect
environmental and/or genetic factors responsible for the
pathogenesis of this disorder. This approach showed that
intestinal radiation injury is associated with activation of
specific intracellular signalling pathways such as the
Rho/ROCK pathway [22], which probably plays a key
role in RE, as it controls CTGF expression [23].

Rho/ROCK pathway and radiation-induced
fibrosis

Guanosine triphosphatases (GTPases) from the Rho
family (from “Ras homologous”) are regulatory molecules
that act as a link between cell surface receptors and the
organization of the actin cytoskeleton. They regulate
fundamental cellular processes including cell motility, cell
cvcle progression, cell survival, transcrip ional regulation,
membrane trafficking and cytokinesis [24]. Twenty-two
human Rho genes, encoding more than 25 proteins with
80-90"% homology with each other, have been identified so
far. Rho proteins have been divided into six groups of
which Rho, Rac and Cdc42 are the best characterized
representatives of this family. Post-translational modifica-
tion by prenylation (geranylgeranylation) and subsequent
carboxymethylation of the C-terminal sequence leads
Rho association with the cell membrane. Such modifica-
tions are required for most Rho functons. Rho GTPases act
as molecular switches as they pass from an active
guanosine triphosphate (GTP)-bound state to an inactive
guanosine diphosphate (GDP)-bound state. Their overall
activity is determined by the ratio of GTP/GDP-bound
forms, and additional regulation of these two states is
achieved through various activators, the guanosine nucleo-
tide exchange factors (GEFs), and inactivators, the guanine
dissociation mhibitors (GDls).

Numerous agonists such as growth factors, reactive
oxygen species, lysophosphatidic acid, sphingosin-17
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Figure 1. Mucosa was dissected from ileum biopsies with and without radiation enteropathy (RE) and incubated in 0.2%
collagenase Type I, 0.1% soybean trypsin inhibitor solution at 37°C to isolate primary subepithelial myofibroblasts. Cells were
subcultured in FGM (Cambrex, Verviers, Belgium) used between passage 3 and passage 4. (a,b) After fixation and
permeabilization, subsequent immunodetection of the z-smooth muscle (sm) actin was performed as already described (CB)
[13] (anti-z-sm actin; Sigma). Immunofluorescence experiments showed that subepithelial myofibroblasts derived from RE
showed greater densities of stress fibres and nearly all cells were z-sm actin positive. () Real-time reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) showed an increased connective tissue growth factor (CTGF) mRMNA level in subepithelial
myofibroblasts derived from RE vs subepithelial myofibroblasts derived from normal ileum. Values were normalized to GAPDH
(glyceraldehyde-3-PDH) mRMNA level. (d) Procollagen Type | enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) [procollagen Type | C-
peptide (PIP) enzyme immuncassay; Takara Biomedicals, Cambrex, Belgium] showed an increased secretion of procollagen Type |

in conditioned medium produced by RE subepithelial myofibroblasts vs normal subepithelial myofibroblasts.

phosphate, as well as adhesion molecules and mechan-
ical stretch have been reported to activate Rho proteins in
mesenchymal cells [25-28]. The bivlogical effects of Rho
are mediated by a number of downstream effector
proteins, including the Rho-associated kinase (ROCK),
protein kinase N (PKN)-related kinases, citron kinase,
rhotekin, mDia and the myosin light chain (MLC)
phosphatase (Figure 2). Although the precise roles of
many of these effectors has yet to be determined, several
lines of evidence point to cytoskeletal organization. The
fact that Rho GTPases act on the acin cytoskeleton as
well as their ability to modulate CTGF gene expression
suggest that the Rho signalling pathway is involved in
the fibrogenic differentiation of mesenchymal cells.
Gene profiling studies performed on tissue samples
from normal ileum (n = 6) and RE (n = 6) showed
alterations in the expression of genes coding for proteins of
the Rho family [22] (Table 1). Increases in RhoB and Ras-
like protein TCI10 gene expression were found in RE
samples, as well as a slight increase in RhoA mRNA level.
Conversely, mRENA levels of RhoHP1 and RhoC
decreased, whereas expression of Cde42, Rac, ROCK and

S34

myosin light chain kinase (MLCK) genes was not detected
by cDNA array analysis. Additional experiments were
performed to compare gene expression profiles in primary
smooth muscle cells and subepithelial myofibroblasts
isolated from normal ileum and RE. Interestingly, cDNA
analysis revealed common alterations in the expression
profile of genes coding for the Rho pathway in both cell
types (Figure 3). Expression of genes coding for RhoA, B,
C and p21Rac increased in cells isolated from RE, along
with that of the gene coding for one of the mostimportant
Rho effectors, the pl160 EBho kinase (ROCK1) as well as
zyxin, which serves as a molecular connector between the
Rho pathway and the actin cytoskeleton. The fact that a
simultaneous increase in the levels of endogenous Rho
protein inhibitors (EhoGDI1, EhoGDI2, RhoE) was
observed supports the hypothesis that the Rho pathway
is abnormally activated in cells derived from RE
Moreover, these results suggest that the maintenance of
radiation-induced fibrogenic differentiation in intestinal
mesenchymal cells is regulated by the Rho/ROCK path-
way. To confirm this hypothesis, functional studies using
pharmacological approaches have been conducted.
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Pharmacological inhibition of the Rho/ROCK
pathway modulates the radiation-induced
fibrogenic phenotype

Many functions of Rho proteins have been elucidated
using pharmacological inhibitors, the most prominent of
these being statins. Statins inhibit HMG-CoA reductase,
the rate-limiting enzyme in mevalonate synthesis. The
mevalonate pathway is required for cholesterol synthesis,
but is also needed to produce isoprenoid intermediates, i.e.
farnesylpyrophosphate  and  geranylgeranylpyropho-
sphate, required in the post-translational modification of
prenylated proteins such as Ras (farnesylated) and Rho
(mainly gemanylgeranylated). In order to investigate
whether Rho proteins regulate the radiation-induced
fibrogenic programme in intestinal mesenchymal cells,
pharmacological nhibition of Rho activation was achieved
using pravastatin, a hydrophilic statin. Pravastatin inhib-
ited the expression of CTGF, TGF-fil and collagen lx2
genes [29]. Furthermore, Y-27632, a pyrimidine derivative
inhibitor of ROCK, was used to confirm the involvement of
ROCK protein in the Rho-mediated fibrogenic cascade.
ROCK blockade tends to reverse fibrogenic differentiation
in RE-derived smooth muscle cells through inhibition of
the fibrogenic growth factor CTGF and most probably
nuclear factor (NF)-xB inhibition [13]. The same results
were obtained in subepithelial myofibroblasts (Figure 4).
Y-27632 induced a time- and concentration-dependent
change in cell morphology. After 24 h incubation with
10 pM Y-27632, the originally flat cells showed a sparse
F-actin staining, especially in the central cell body. After
incubation with 100 pM Y-27632, cells were found to lack
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signals through downstream effec-
tors, including citron kinase, mDia,
ROCK (Rho-associated kinase), PKN
(protein kinase N-related kinase)
and rhotekin, to regulate various
cell functions including stress fibres
and focal adhesion, migration, cell
cycle, survival and transcriptional
regulation.

stress fibres with very few cytoplasmic processes. Y-27632
incubation decreased CTGF and collagen [21 mRNA levels,
which was more pronounced in cells isolated from RE.
The results from these functional studies confirm our
hypothesis and suggest that the maintenance of radia-
tiorrinduced fibrogenic differentiation in intestinal

Table 1. Alteration of intracellular signalling associated
with the Rho pathway

Genes Accession Ratio of radiation
numbers enteropathy to
healthy ileum

rhoHP1 085815 0.1-0.2

rhoC L25081 0.2-0.3

Cell adhesion kinase  X7497% 0.2

Focal adhesion kinase L49207+U43522 0.3

+U33284

rhoA L25080 1.6

TC-10 M31470 2.0-23
HSP27 X54079 2,7-82

rhoB X06820 3.4-7.0

zyxin %94991, X95735 3.5-8.0

Gene expression analysis performed through hybrid selec-
tion of radiolabelled cDNAs on high-density cDNA arrays
({Clontech Laboratories; Ozyme, 5t Quentin en Yvelines,
France) showed alteration of intracellular signalling
associated with the Rho pathway in human biopsies with
radiation enteropathy. Hybridization intensities were
obtained using the Atlas Image 1.5 software, converted
into ratios, adjusted for background and housekesping
gene expression: (gene X intensity-background)/{average
intensity for all six housekeeping genes-background).
Mames of the genes are followed by the accession number.
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Figure 3. Gene array analysis reveals common alterations in the expression profile of genes coding for the Rho pathway in
smooth muscle cells and subepithelial myofibroblasts derived from radiation enteropathy. Differences of more than twofold are
considered significant (red line). Names of the genes are followed by the accession number.

mesenchymal cells is contingent, at least in part, upon
the Rho/ROCK/CTGF activation. Furthermore, these
observations showed that pharmacological reversal of
the radiation-induced fibrogenic differentiation can be
achieved, at least in vitro, thus opening new perspectives
for antifibrotic therapies.

Therapeutic perspectives

Both prevention and reversal of radiation-induced
fibrosis have been shown using Cu/Zn superoxide
dismutase (SOD) in soft tissue radiation injury [30-32].
One of the cellular and molecular mechanisms associated
with the antifibrotic action of SOD is the modulation
{inhibition/reversal) of the radiation-induced myofibro-
blastic differentiation through repression of the pro-
fibrogenic growth factor TGF-f1 [33, 34]. Unfortunately,
no approved SOD drug is currently available to patients.
The association of pentoxifylline with tocopherol proposed
by Delanian et al was also shown to have an antifibrotic
effect [35, 36]. The efficacy of this combination has been
reported in various anatomical locations (osteonecrosis,
soft tissue fibrosis, uterine fibrosis) [37-39]; however, the
associated molecular mechanism remains mostly unex-
plored. The lack of a biological rationale for the use of this
combination and the fact that published studies are not
randomized trials have probably contributed to increase
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radiation oncologists’ scepticism [40]. Here, based on the
biological rationale described above, we propose that
therapeutic modulation of late radiation-induced intestinal
toxicity can be achieved by targeting the Rho/ROCK
pathway (Figure 5a).

1. Approved pharmacological inhibitors of the Rho path-
way, such as statins, which have been used for over
10 years as hypocholesterolaemic agents, are available.
The fact that statins are safe and well tolerated can help
in accelerating clinical transfer. More accurate targeting
might be achieved using ROCK inhibitors (for a review,
see [41]). The only ROCK inhibitor clinically available is
Fasudil. Although no serious adverse effects have been
reported, careful use of this agent in a clinical setting is
needed.

2. Most of the work performed in our laboratory has
focused on the possibility of reversing established
fibrosis using Rho pathway inhibitors, and experi-
ments are currenfly being performed in vive to
confirm this hypothesis. This hypothesis is consistent
with a recent report by Wilhams et al [42], who
showed that lovastatin (a hydrophobic statin) was
able to improve lung fibrosis in a mouse model.

3. The impact of the pharmacological moedulation of
Rho/ROCK on tissue response to radiation injury
may not be limited to its antifibrotic effect:

The British Journal of Radiology, Special Issue 2007
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The Rho pathway controls several key parameters of
vascular function (Figure 5b) (see review in [42]),
including regulation of endothelial barrier function,
inflammation and transendothelial leukocyte migra- b)

tion, platelet activation, thrombosis and oxidative
stress, all of which are altered during tissue response
to radiation injury [43]. Consistently, recent in vitro
studies showed that pravastatin incubation limits
the inflammatory and microvascular thrombotic
response of microvascular endothelial cells exposed

The British Journal of Radiology, Special Issue 2007

real-time reverse transcriptase poly-
merase chain reaction (RT-PCR).
Values are normalized to the level
of 185 RNA.

to irradiation i vitro [44]. These findings suggest
that inhibition of the Rho pathway can be used as a
prophylactic against late toxicity.

The Fho pathway plays a significant role in the
development of numerous aspects of the malignant
phenotype (see review in [45]) by promoting
cell cycle progression, resistance to apoptotic sti-
muli, neovascularization and tumour cell motility,
nmvasiveness and metastasis. In addition, RhoB has
been shown to be involved in radiation resistance.
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Figure 5. Rho signalling in radiation-induced intestinal toxicity. (a) The Rho/ROCK pathway controls the molecular signals
involved in the development and maintenance of fibrosis including differentiation of smooth muscle cells and subepithelial
myofibroblasts, connective tissue growth factor (CTGF) expression and extracellular matrix (ECM) synthesis. (b) In addition, the
Rho/ROCK pathway controls acute radiation-induced pathogenic events including inflammation and vascular damage that
might contribute to the initiation of late intestinal toxicity. Rho/ROCK pathway pharmacological inhibitors are available. By
inhibiting HMG-CoA reductase, the statins inhibit cholesterol synthesis and prevent the formation of isoprenoid intermediates,
thus inhibiting Rho translocation to the membrane and subsequent activation. Statins simultaneously inhibit pathways
mediated by other G proteins (Ras, Rac). In contrast, ROCK inhibitors {¥-27632) selectively inhibit ROCK activity in a competitive

manner with adenosine triphosphate (ATP).

Targeted inhibition of RhoB wusing genetic
approaches restores radiation sensitivity in tumour
cells (Hela cells) either in vitro or in vico [46, 47).
Furthermore, results from a recent retrospective
study showed that the use of statins is associated
with higher rates of complete pathological response
to nevadjuvant chemoradiation in patients with
rectal cancer [48].

Conclusion

The studies presented here were the first to provide
biological evidence for the adverse effects of the Rho/
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ROCK signalling pathway on normal tissue response to
ionizing radiation as well as the development and
maintenance of intestinal radiation-induced fibrosis.
Further investigations are warranted to validate this
hypothesis fully, which suggests that targeting the Rho/
ROCK pathway is an attractive anfifibrotic strategy as
well as an interesting biological approach to protecting
normal tissue and simultaneously sensitizing tumours to
radiation.
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Article llI

L’inhibition de la voie de transduction Rho / ROCK par la pravastatideit une fibrolyse,

preuve de la réversibilité de la fibrose intestinale radio-induite.

Pravastatin Inhibits the Rho/CCN2/ExtracellularMatrix Cascade in Human Fibrosis

Explants and Improves Radiation-Induced Intestinal Fibrosis in Rats.

Haydont V,Bourgier C, Pocard M, Lusinchi A, Aigueperse J,Mathe D, Bourhis J, Vozenin-
Brotons MC

Clin Cancer Res 2007Sep 15;13(18):5331-5340.

Aprés avoir mis en évidende vitro que la voie des protéines Rho était impliquée dans le
maintien de la différenciation fibrogénique via CTGF, nous avons seuktiidier si
linhibition de Rho/ROCK pouvait étre une nouvelle cible thérapeutiquefibrasante
intéressante et transférée en clinique. Si tel est le xdyalvastatine nous a semblé étre un
inhibiteur intéressant en raison de sa large utilisation depuis dere@ases années pour le
traitement de I'hypercholestérolémie.

Pour ce faire, nous avons étudié dans un premier temps I'effatRimVastatine sur la voie
Rho et ses effecteurs sur des cultierssivod’explants humains provenant de biopsies de
gréles radiques ou de colons présentant des remodelages postradiguespl@nts ont été
exposés pendant 24 ou 48 heures a des concentrations croissantes datiReavamsi,
'agent pharmacologique permet (i) de diminuer I'activité des pre$éRho situées dans les
fibroblastes sous-muqueux, (ii) de diminuer la phosphorylation de la y®sin Like
Chain) suggérant une diminution globale de I'activité de phosphorylati®®OdeK dans le
tissu, (iii) d'inhiber I'expression génique et protéique de CTGF ajosi la synthése de la
matrice extracellulaire (diminution de la fibronectine et gdlze de type I1).Ainsi,
I'utilisation de la Pravastatine inhilex vivola cascade Rho/ROCK/CTGF/MEC impliquée
dans la fibrose radio-induite chronique.

La réversion du phénotype fibrogéniqguevitro etex vivopar la Pravastatine nous a conduits
a étudier si cet agent pharmacologique était transposablaige. Ainsi, nous avons mené
des étudesn vivo afin de tester la Pravastatine comme agent anti-fibrosant. Nauns a

développé une fibrose radio-induite intestinale focalisée chezt [@our évaluer I'effet anti-
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fibrosant de la Pravastatine (irradiation d’'une anse inteseéxsdgiorisée par chirurgie a forte
dose (19 Gy) d’apres un modéie vivo de fibrose intestinale du Dr. M Hauer-Jenssen
(Denham et al., 2000), et a I'aide du Dr A. Francois).

Dans ce modele, la fibrose intestinale est établie 5 sesnapres l'irradiation et se présente
sous la forme de lésions de dystrophie intestinale (désorfianisde la musculeuse et
présence d’atypie villositaire) et sous la forme de lésionsildenEcrose (disparition de
I'architecture tissulaire devenant acellulaire et laisptatte a une accumulation excessive de
matrice extracellulaire). Deux groupes d’animaux ont étd#ésraa visée curative apres
irradiation intestinale focalisée et évalués a 15 et 26 semydine étant le groupe placebo,
l'autre étant le groupe expérimental (Pravastatine admieigtr80 mg/Kg/jour de la®5®
semaine jusqu’a la £0° semaine post-irradiation. Cette concentration correspond a la
posologie utilisée dans le traitement de I'hypercholestéreléa@ a 40 mg/jour). Nous avons
constaté qu'a 15 semaines, la Pravastatine diminuait les zonedystt®ephie et de
fibronécrose intestinale par rapport au groupe placebo. Nous avons égaleodié s'il
existait un effet rebond apres I'arrét des statines, tel daeavait été décrit par Delanian et
Gottlober lors de l'utilisation de traitements curatifs comtieNl ou pentoxifylline/vitamine

E (Azria et al., 2005; Delanian and Lefaix, 2004; Gottlober et al., 20043i,A 26 semaines,
la Pravastatine montre la méme efficacité curative qu’a afaises (par pérennisation des
processus de fibrolyse initiés pendant la phase de traitemesicet effet rebond n'a été

constaté.
Ces résultats suggerent que la Pravastatine est un agefibrastint de la fibrose établie

(modélein vitro, ex-vivo et in vivo) en modulant le phénotype fibrogénique des cellules

mésenchymateuses.
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Pravastatin Inhibits the Rho/CCN2/Extracellular Matrix Cascade
in Human Fibrosis Explants and Improves Radiation-Induced
Intestinal Fibrosis in Rats

\alerie Haydont,1'4 Celine Bourgier,1'4 Marc Pocard,z'B Antoine Lusin chi,aJocelyneAigueperse,E
Denis Mathé,1Jean Bourhisf‘3 and Marie-Catherine Vozenin-Bratons™*

Abstract

Purposes: Intestinal complications after radiotherapy are caused by transmural fibrosis and
impair the quality of life of cancer survivors. Radiation fibrosis was considered permanent and
irreversible, but recently, its dynamic nature was shown, providing new opportunities for the
development of antifibrotic therapies. Among these new targets, we identified the Rho/ROCK
pathway and thought to investigate whether pravastatin treatment inhibits Rho pathway activa-
tion and elicits an antifibrotic action.

Experimental Design: Rho and ROCK activities were monitored in human explants presenting
radiation fibrosis remodeling after incubation with pravastatin. Subsequent modulation of CCN 2,
type |collagen, and fibronectin expression were assessed ex vivo and in intestinal smooth muscle
cells derived from radiation enteropathy. Then, the therapeutic relevance of the antifibrotic action
of pravastatin was explored in vivo in a rat model of chronic radiation fibrosis (19 Gy X-rays) trea-
ted with 30 mg/kg/d pravastatin in the drinking water.

Results: The results obtained with human explants show that pravastatin specifically inhibits Rho
activity in submucosal mesenchymal cells. Pravastatin also elicits ROCK inhibition, and subse-
quent CCN 2 production in human explants and smooth muscle cells isolated from radiation enter-
opathy. Inhibition of type | collagen and fibronectin does occur, showing that pravastatin
modulates the secretory phenotype of mesenchymal cells. Lastly, curative pravastatin administra-
tion improves radiation enteropathy in rats. This structural improvement is associated with
decreased deposition of CCNZ2 and subsequent decreased extracel lular matrix deposition.
Conclusion: Targeting established fibrosis with pravastatin is an efficient and safe antifibrotic

strategy in radiation-induced enteropathy, and is easily transferable into the clinic.

Radiation therapy for cancer treatment faced a crucial
dilemma: delivering a sufficient radiation dose for tumor
control while limiting, as far as possible, normal tissue damage.
Recent sophisticated irradiation modalities like three-dimen-
sional conformal or intensity-modulated radiation therapy
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increase the radiation ballistic performance in pelvic and
abdominal cancer treatments. Simultaneously, the emergence
of new treatment modalities based on radiochemotherapy
combinations increase the risk of normal tissue toxicity (1).
Thus, chronic gaswointestinal side effects (diarrhea, fecal
urgency, proctitis, bleeding, fistula, etc.) still affect the daily
quality of life of patients (2), and 5% to 10% develop severe
intestinal toxicity characterized by a transmural fibrosis that
leads to intestinal obstruction (3). This excessive accumulation
of extracellular matrix (ECM) induces the loss of intestinal
compliance required for aboral propulsion, and contributes to
stricture formation (4). Today, surgical resection is the only
effective treatment for the fibrosis, and there is a need to
develop more efficient medical approaches.

Antioxidant-based antifibrotic treatments have been pro-
posed for patients, including the combination of pentoxifylline
and tocopherol (5, 6). However, the efficacy of this treatment in
delayed radiation-induced intestinal toxicity is disputed (7).
These inconsistent clinical reports add confusion to the old, yet
unresolved controversy about the reversibility of radiation
fibrosis (8). The development of high-throughput biclogical
approaches, highlighted by the recent concept of cellular
plasticity, will probably help answer this difficult question,
and to identify biologically based therapeutic targets. Indeed,
the study of cellular and molecular mechanisms involved in the
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Table 1. Animal groups and treatment schedules used

Group Sham Sham 19 Gy 19 Gy 19 Gy 19 Gy + Pravastatin 19 Gy + Pravastatin
{15 wk) (26 wk) {5 wk) {15 wk) {26 wk) (15 wk) {26 wk)

Rats included 2 2 6 16 15 6 6

Rats analyzed 2 2 6 10 14 5 5

MNOTE: Rats that died prematurely were excluded from the analysis.

persistence of human radiation enteropathy showed that severe
fibrotic lesions were highly dynamic (9, 10) and associated
with a high expression of the fibrogenic growth factor CCN2 in
intestinal mesenchymal cells (11). In the bowel, radiation-
induced fibrogenic differentiation of mesenchymal cells is
characterized by cytoskeletal alterations and enhanced secretory
phenotype (12, 13). In addition, an alteration of the Rho/
ROCK signaling pathway in radiation enteropathy has been
shown by DNA chip studies (14). Pharmacologic inhibition of
this pathway using statins {Rho isoprenylation inhibition) and
Y-27632 (allosteric inhibitor of ROCK) decreased CCN2
expression in vitre, and tended to reverse the fibrogenic
differentiation of smooth muscle cells (12, 15), suggesting that
inhibition of the Rho pathway and CCN2 may be a promising
antifibrotic therapy.

In the present study, we postulated that pravastatin inhibited
the Rho pathway and assessed this hypothesis by studying Rho
and ROCK activity in human fibrotic explants. After pravastatin
treatment, a specific decrease in Rho activity was detected in
intestinal mesenchymal cells as well as an overall decrease in
ROCK activity in protein extracts from human explants. Then,
the functional consequences of Rho pathway inhibition were
studied by monitoring the modulation of CCN2 expression and
ECM deposition ex vivo and in human smooth muscle cells
derived from fibrotic tissue. Finally, the antifibrotic effect of
pravastatin was investigated in a rat model of radiation
enteropathy and showed improvement of established radia-
tion-induced fibrotic lesions in vive. Our data show that a
curative strategy using pravastatin improves radiation enterop-
athy through inhibition of Rho/ROCK and the subsequent
decrease of CCN2 and ECM production. The data suggest that
reversal of established radiation fibrosis in the gut is possible.

Materials and Methods

Human tissues. Human ileum and colon tissues were collected
according to the French Medical Research Council guidelines as
previously described (12). Patients with pror treatment of hypercho-
lesterolemia with statin were excluded. Ileum tissues came from two
patients with small bowel occlusion subsequent to radiation enterop-
athy occurring at 3 and 75 months respectively, after mdiotherapy
(45 Gy £+ CT, BT). Nontumoral colon tissues exhibiting radiation-
induced remodeling and located within the mdiation field were
obtained from five patients who underwent redal tumorectomy 6 to
8 weeks postradiotherapy (45 Gy £ CT). Histologic assessment was
carded out on tissues that were adjacent to the areas used for explant
experiments. Explants (<0.5 rmZJ were maintained in DMEM-Glutamax
supplemented with 1% HEPES (Life Technologies) for 24 and 48 h, and
were treated or not with pravastatin (Bostol-Myers Squibb) at 0.1 and
0.5 mmol/L. Samples were snap-frozen in liquid nitrogen before
analysis (11).

Clin Cancer Res 2007:13(18) September 15, 2007
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Human primary smeoth muscle cell iselation. Primary smooth
muscle cells dedved from human intestinal resection of patients with
small bowel occlusion subsequent to radiation enteropathy (n = 3,
radiation enteropathy-smooth muscle cells) were cultured as previously
described (12) in SmGM2 medium (Clonetics) and were used at passage
4. At confluency, cells were FCS-starved for 24 h to avoid exogenous lipid
contribution and incubated with 0.1, 0.5, or 1 mmol/L of pravastatin for
6 and 24 h.

Animals and experimental procedures.  Male Wistar rats weighing
300 g at the beginning of the experimental period were obtained from
the CER] (Le Genest, France). Experiments were conducted under the
French regulations for animal experimentation (Ministry of Agriculture
Act no. 87-848, October 19, 1987) and received Institut de Radiopro-
tection et de Streté Nucléaire ethical committee approval. Rats were
anaesthetized by inhaling an airfisoflurane (TEM; Foréne) mixture. A
segment of the ileum was surgically exteriorized and iradiated with an
X-ray machine operated at 225 kV and 17 mA with 0.5 mm copper
added filtration at a dose rate of 0.98 Gy/min. A single dose of 19 Gy
was given locally on the ileum segment (6 cm), whereas the rest of the
animal was shielded with a 5-mm-thick lead screen. The exteriorized
segment was moistened with warm 0.9% sterile saline buffer over the
course of the imadiation procedure. After irmdiation, the exposed
segment was returned to the abdominal cavity and the peritoneumn,
abdominal muscles, and skin were sutured separately.

Fifty-four animals were divided into different groups (Table 1) and
treated according to the schedule (see Fig. 4A). Radiation-induced
fibrotic lesions were established 5 weeks after irradiation, this time
was chosen as the starting time point for pravastatin treatment and
continued for 10weeks. A clinically relevant dose of 30 mg/kg/d was used
as it is known to be the standard dose for the control of hypercholes-
terolemia in rats (in humans, the dose required for the control of hyper-
cholesterolemia is 40 mg/d). Rats from each experimental group were
anesthetized before intestinal sampling and formol fixation.

Quantitative histology and immunohistochemisiry. Microscopic
observations were done by two independent observers. Five-micrometer
alcohol, formalin, and acetic acid - fixed human specimens were stained
by Masson trichrome. Optimum cutting temperature - embedded
frozen explants were cut (16 pm), postfived in 4% paraformaldehyde,
and incubated with GST-Rhotekin (0.5 pg/pl) overnight at 4 *C (Plerce)
for in situ Rho activity assay. Revelation was achieved with anti-GST
antibody (1:500, ab6647; AbCam ) 6 h at 4°C and anti-goat Alexa 488-
conjugated antibody (1:250; Molecular Probes). Fibronectin deposition
was studied by immunohistochemistry with anti-fibronedtin (1:400,
A0245; Dako, overnight at 4°C) and anti-rabbit Alexa 546-conjugated
antibody (1:250; Molecular Probes). Nuclear staining was done with
To-Pro-3 iodide (1:250; Molecular Probes). Imaging was done by laser
scanning confocal microscopy (Zeiss LSM510).

In rats, histologic examinations were done on three ileum segments:
the irmdiated segment (5 cm), and two control segments of 6 cm each,
one of which was located 10 em upstream, and one 10 cm downstream
of the irmdiated segment. Five-micrometer paraffinembedded sections
were stained with Masson trichrome and the collagen deposition was
quantified by Image | software.” Lesions were scored dystrophic when

" Image J software can be downloaded from hitp:/ frsb.info.nih.gov/ij/.

wwwwy.aacrjournals.org
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atypical villi, muscle alteration, and thickening were observed, and
fibronecrotic when the tissue structure was replaced by dense ECM
deposition. The length of dystrophy and fibronecrosis were measured
using Biocom software. The CCON2 deposition was swdied by
immunohistochemistry as previously described (11), and quantified
using Image J. The specific ant-CCN2 mbbit polvdonal antibody was
provided by Dr. Cécile Martinerie (INSERM LI5153) and used at 1:100,
overnight at 4°C.

Real-time rewerse transcription-PCR analpsis.  The mRNAwasisolatad
and analyzed as previously described (12). Pimersequences were CON2,
5 TCTGGGOAAACGTGTCTTC 3 (forward ) and 5" TCTGTGA CGAGCC.
CAAGGA-3 (reverse); collagen lal, 5-CCTCAAGGGCTCCAACGAG-S

(forward) and 5 TCAATGACTGTCTTGCCCOCA-3 (reverse); and fibro-
nectin, 3-GAATATCTCGGTGCCATTIGC-3 (forward) and 5-AGGCAT-
GAAGCACTCAATTGG-3' (reverse),

Proteiniselation, immunoprecipitation, and Western blotting.  Human
cells and explants were lysed in radioimmunoprecipitation assay buffer.
CCN2 immunodetection by Western blot was previously descobed
(12). Phosphorvlated myosin light chain (MLC) was immunoprecipi-
tated from 500 pg of total explant-derved protein by rotation
inatbation overnight with ant-MLC2 (1 pg sc-15370; Santa Cruz)
and protein A/G-Sepharose beads (Sigma). Beads were collected by
centifugation and washed. The immunopredipitated phosphorylated
MLC was detected with an anti - phosphorvlated MLC (Ser'”) antibody

Fig.1. Ex wive experiments were conducted with
colon {4 and C) and lewn (8 and C). & radiation
fibrosgis by Masson tichrome (green ). b, intense B
membrane-associated Rho-GTR in submucosal
fibroblasts (PO}, is shut down {2) 24 h after incubation
with 0.5 mmol/L of pravastatin (PO ), nucled (Dbie).

C, immunoprecipitation and Westarm blot analysis of
phosphorylated myosin light chain (@MLC ) showed
adecreased phospharylated MLC lewel aftar

pravastatin incubation {0 mmel/L, P2 0.1 mmal /L, POT;
0.5 mmol/L, PO.5). The level of total MLC (MLC2)
remained constant in colon and fleum specimens. The
blots are representative of the five colon and two leum
specimens, respectively,

PO
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(1:200, CSA-410; Stressgen) by Western blotting after separation on
15% SDS-PAGE and protein transfer to nitrocellulose.

ECM secretion analysis. Human cells and explant supernatants were
collected 24 h after pravastatin exposure, the procollagen type [ (Takara,
Clonetics) and fibronectin (Chemicon) secreted were measured by
ELISA.

Statistical analysis. ELISA, quantitative reverse transcrption-PCR,
and ex rivo data were expressed as the mean + SEM and analyzed with
Primer software using the one-way ANOVA and the Student-Newman-
Keuls test. Animal experimental data were analyzed using the
nonparametric Kruskal-Wallis test.

Results

Pravastatin decreased Rho/ROCK pathway activity in human
samples. We investigated the modulation of the Rho/ROCK
pathway following pravastatin incubation of human explants.
These studies were done either with intestinal (n = 2) or colonic
samples (n = 5), as common structural and molecular
characteristics have been described for colon and ileum samples
with radiation-induced remodeling. Both type of samples
exhibited typical lesions with characteristic transmural ECM
accumulation (Fig. 1Aa and Ba). These samples were incubated
ex vive with 0.1 to 0.5 mmol/L of pravastatin, and modulation
of Rho and ROCK activity was investigated. The results
obtained here with five colon explants were similar to those
obtained with two ileum explants.

To localize the cells presenting high Rho activation, an in situ
Rho activity assay was done in thick cryosections as previously
described (16). Activated Rho proteins were detected at the cell
membrane of epithelial cells, endothelial cells of the submu-
cosal vessels (data not shown), and submucosal mesenchymal
cells (Fig. 1Ab and Bb). Rho activation was difficult to monitor
properly in the muscular layers due to the high density of fibers.
Modulation of Rho activity was investigated after treatment
with 0.5 mmol/L. of pravastatin, and showed a specific
decreased staining of membrane-associated Rho-GTP in sub-
mucosal fibroblasts (Fig. 1Ac and Be), whereas no variation was
detected in epithelial and endothelial cells. ROCK activity was
indirectly assessed in explants’ crude protein extracts by
examining MLC phosphorylation, a well-known target of
ROCK. Pravastatin treatment decreased MLC phosphorylation
in both colon and ileum explants, whereas total MLC content
remained stable (Fig. 1C). These results show that pravastatin
decreased Rho and ROCK activity ex vivo.

Pravastatin induces CCN2 inhibition ex vivo and in vitro.
We hypothesized that Rho/ROCK inhibition would subse-
quently inhibit CCN2 expression. When human colon and
ileum explants were incubated ex wvive with pravastatin, a
significant decrease in CCN2 mRNA levels was observed after
24 h of exposure to 0.1 to 0.5 mmel/L of pravastatin (P < 0.05;
Fig. 2A), whereas 48 h exposure to 0.5 mmol/L of pravastatin
was required to inhibit CCN2 protein expression (Fig. 2B). We
confirmed this pravastatin-induced CCN2 inhibition in vitro in
primary human smooth muscle cells isolated from human
radiation enteropathy. Interestingly, 6 h incubation with 0.1 to
1 mmol/L of pravastatin was sufficient to significantly reduce
CCN2 mRNA and protein levels (P < 0.05; Fig. 2C and D).

Pravastatin induces inhibition of collagen and fibronectin
deposition ex vivo and in vitro. Next, we investigated the
downstream effect of pravastatin inhibition on the Rho/ROCK/
CCN2 cascade by studying two important components of the

Clin Cancer Res 2007:13(18) September 15, 2007
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fibrotic ECM in the intestine, i.e., type I collagen and
fibronectin. Exposure to increasing doses of pravastatin
decreased type I collagen and fibronectin mRNA levels ex vivo
and in vitre (P < 0.05; Figs. 2E and 3A and Figs. 2F and 3D,
respectively). The decrease in collagen content was confirmed
in cell supernatants (Fig. 2G) and the decrease in fibronectin
content was specifically confirmed both in situ (Fig. 3B-C) and
in vitro in cell supernatants (Fig. 3E).

Pravastatin improves delayed radiation enteropathy in rats.
In order to investigate the efficacy of pravastatin forthe treatment
of radiation-induced intestinal fibrosis, radiation enteropathy
was modeled in rats. Five weeks after irradiation, histologic
examinations showed typical radiation-induced fibrotic lesions
with dystrophic and fibronecrotic zones in the irradiated
group. In dystrophic areas, lesions consisted of atypical villi,
muscle alteration, and thickening (Fig. 4C). In fibronecrotic
areas, the tissue structure was replaced by dense ECM deposits
(Fig. 4C). Fifteen and 26 weeks after irradiation, epithelial bor-
der recovery occurred in dystrophic areas, but muscular lesions
worsened with thick and edematous muscular layers (Fig. 5ae).
Fibronecrotic areas remained with dense ECM deposition
and intense inflammatory cell infiltration (Fig. 5cg). No fibrotic
remodeling was observed in the out-field ileum segments.

In the irradiated group treated with pravastatin, the severity
of muscular alterations decreased 15 weeks after irradiation.
The length of the dystrophic lesions decreased by 34% (P =
0.09) and muscular structure recovery was observed (Fig. 5b).
In fibronecrotic areas, no significant structural improvement
was observed in the pravastatin versus control group (Fig. 5d).
One group of animals was kept until week 26, 11 weeks after
pravastatin treatment completion, to investigate the possible
occurrence of a recall effect. Interestingly, both dystrophic and
fibronecrotic lesions were recovered in this group (Fig. 5fh).
Indeed, the muscularis propria seemed to be nearly normal,
whereas submucosal vessel hyalinization was the only obvious
sign of fibrotic remodeling in the remaining dystrophic zones
(Fig. 5f). In addition, partial re-epithelialization and decreased
thickening of the intestinal wall occurred in fibronecrotic
areas. However, necrotic tissue still replaced the muscular
layers (Fig. 5h).

Pravastatin treatment controls the expression of CCN2 and
ECM in rats. Our previous experiments suggest that pravasta-
tin treatment would inhibit the expression of the fibrogenic
growth factor CCN2, but this had not been shown in vive. Thus,
CCN2 deposition was monitored by densitometric analysis of
the CCN2 staining and showed a significant decrease in the
pravastatin groups treated for 15 weeks in both the dystrophic
(P = 0.003) and fibronecrotic (P = 0.0001) areas, and even more
importantly, 26 weeks after irradiation (P = 0.0001; Fig. 6A
and B). CCN2 immunohistochemistry showed strong CCN2
staining in submucosal mesenchymal cells, vessels, and
muscular layers (Fig. 6C), which decreased in the pravastatin-
treated group. This CCN2-decreased deposition was associated
with improvement of the intestinal structure and supports the
idea that pravastatin inhibits the Rho/ROCK pathway, and
subsequently, CCN2 expression in our rat model. Collagen
deposition was quantified and no significant modulation was
observed at 15 weeks (Fig. 6D). But 26 weeks after radiation, a
2.7-fold decrease in collagen deposition was measured in the
pravastatin-treated group (P = 0.0001; Fig. 6D), showing that
pravastatin inhibits ECM deposition.
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Discussion

The present preclinical studies propose a cellular and
molecular rationale for using pravastatin as antifibrotic therapy
in irradiated gut. They further propose a novel and clinically
relevant function for pravastatin as a modulator of the
fibrogenic secretory phenotype of the mesenchymal compart-
ment in fibrotic tissue. Thus, besides its beneficial action on
immune and vascular function, curative pravastatin adminis-
tration inhibits the chronically activated Rho/ROCK/CCN2/
ECM cascade ex vivo in human samples. In addition, the
curative administration of pravastatin improves established
radiation enteropathy lesions in rats. Our data suggest that the
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pravastatin-based strategy is an efficient and safe antifibrotic
therapy, easily transferable into the cdlinic to improve the
quality of life of long-term cancer survivors without interfering
with prior anticancer treatment. Furthermore, this curative
strategy is applicable to treat delayed radiation injury in case of
radiation accidents or acts of terrorism (17).

The biochemical maintenance of radiation fibrosis is a
complex process that depends on continuous and integrated
activation loops that involve cell differentiation and cross-talk
between the various cellular components of the tissue within
the matrix (18). In this context, targeting one central pathway
involved in wvascular, immune, and stromal pathogenic
response would provide an efficient antifibrotic strategy, and
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this was the ultimate purpose of the present study targeting Rho
activation with pravastatin, Pravastatin is a natural hydrophilic
statin that was chosen among the various statins available for
its ileal specificity. Indeed, pravastatin uptake is thought to
occur specifically in the ileum via bile acids {19, 20). Statins
have been extensively prescribed for their cholesterol-lowering
properties over the past 10 years; however, it has become
increasingly evident that they have beneficial effects beyond
their lipid-lowering action. Greenwood et al. compiled evi-
dence that the pleiotropic action of statins were mediated by
inhibition of the production of isoprenoid residues and
subsequent modulation of postranslational protein prenyla-
tion, including that of Rho (21). Rho proteins are small
G TPases acting as molecular switches to control a wide range of

cellular functions like cell adhesion, formation of stress fibers,
and cellular contractility through the reorganization of actin-
based cytoskeletal structures, These functions are accomplished
specifically via their effectors, the ROCKs (22).

The Rho pathway is known to control both vascular (23) and
immune functions (21), and these functions have been
elucidated using a range of pharmacologic inhibitors. The most
prominent of these inhibitors are the statins. Indeed, statins
modulate the TH1/TH2 balance via Rho inhibiton, thus
interfering with chronic inflammation (21, 24). They also
regulate the endothelial barrier functions, inflammation and
transendothelial leukocyte migration, platelet activation,
thrombosis, and oxidative stress, as well as the homeostasis
of vascular smooth muscle cells (25-28). The contribution of
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the vascular compantment to radiation enteropathy is undis-
putable (29, 30); thus, statin efficacy in radiation enteropathy
was expected but not investigated in vivo until now. The present
study is the first to report a significant improvement of the
intestinal structure after pravastatin administration in a rat
model of radiation enteropathy, and confirms the relevance of
these findings for human pathology using human samples.
These experiments in the gut confirm the results previously
obtained by Williams et al. In William's study, conducted on
mice, the beneficial action of lovastatin on radiation-induced
pulmenary fibrosis was reported to be associated with
decreased collagen deposition attributed to the classic anti-
inflammatory action of lovastatin such as decreased macro-
phage and lymphocyte recruitment (31). In the present study,
another explanation for decreased collagen deposition is
proposed based on the direct ability of pravastatin to decrease
ECM and CCN2 expression secreted by the mesenchymal
compartment through alteration of the Rho pathway.

TFor a long time, the role of the mesenchymal compartment
was thought to be secondary. However, in the intestine, the
obstruction is caused by the pathologic accumulation of ECM.
This abnormal collagen accumulation is achieved by special-
ized smooth muscle cells (32) that exhibit chronic fibrogenic
differentiation. In radiation enteropathy, the fibrogenic differ-
entiation is characterized by cytoskeletal alterations and

www.aacrjournals.org
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enhanced secretory phenotype (i.e, ECM components and
profibrotic growth factors production; refs. 11, 12, 15). The
maintenance of this pathologic differentiation was thought to
be controlled by transforming growth factor-p1 (33). Yet, in
human delayed radiation enteropathy, transforming growth
factor-p1 expression is low, suggesting that activation of an
alternative cascade during the chronic phase of the pathology
occurs. Indeed, elevated CCN2 levels have been found (11),
suggesting that during the chronic phase of radiation enterop-
athy, CCN2 miggers pathologic ECM production and might
constitute a specific and efficient antifibrotic target (34). In
addition, we recently showed that the Rho pathway controls the
chronic production of the fibrogenic growth factor CCN2 and
abnormal accumulation of the ECM in intestinal smooth
muscle cells derived from radiation enteropathy (12). The fact
that statins are potent pharmacologic inhibitors of the Rho
pathways provides an opportunity for therapeutic intervention
targeting the Rho/CCN2 cascade. Until now, modulating the
activation of the Rho pathway and subsequent CCN2 produc-
tion using statins was reported in vitro (15, 35), but in this
study, this strategy was validated ex vive in human samples.
Direct evaluation of Rho and ROCK activity was done in
human samples. In the rat model, we monitored the
modulation of CCN2, a direct target of the Rho/ROCK pathway
(12, 36) and found that CCN2 decreased in pravastatin-treated
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animals. In addition, the improvement of the intestinal struc-
ture observed on week 26, i, 11 weeks after pravastatin
treatment completion, suggests that a chronic activation loop
responsible for the maintenance of fibrosis was disrupted by the
treatment. Our data suggests that this fibrogenic activation loop
is at least partly controlled by the Rho pathway, the subsequent
activation of CCN2 and stimulation of collagen and fibronectin
deposition.

Classically, improvement of fibrosis is associated with the
elimination of fibrosis-activated mesenchymal cells by apopto-

sis or necrosis (37). The occurrence of apoptosis/ necrosis in our
model remains to be investigated, but we propose that tissue
restoration might involve phenotypic reversion. Indeed, the
inhibition of CCN2, collagen, and fibronectin expression in
primary smooth muscle cells derived from radiation enterop-
athy by pravastatin suggests a partial reversion of the fibrogenic
phenotype. Such reversal has already been reported by our
group in various cellular models derived from the intestine
using a ROCK inhibitor (12, 13), and in skin myofibroblasts
using antioxidant therapy (38). These results challenge the
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conventional wisdom of a radiadon-induced terminal differen-
tiation of mesenchymal cells (39, 40). In addition, this
important finding is not restricted to radiation-induced fibrosis,
but was also observed in scleroderma {41), and in hepatic (37)
and kidney fibrosis (42). The plasticity of mesenchymal cells
seems to be more important than previously thought, thereby
suggesting options to treat fibrotic pathologies in general.

The development of curative antifibrotic strategy is nowadays
highly expected by both patients and physicians (8). Indeed,
the high efficacy of current anticancer treatments increase the
patients” overall survival, but also increase late complications,
especially in the gut (2). Yet, the possibility of radiation fibrosis
reversion was still doubted for clinical methodologic reasons
and lack of biological evidence (8). Here, we propose a
molecular rationale for the use of pravastatin as an antifibrotic
therapy in the gut. Pravastatin inhibits the Rho/ROCK/CCN2/
ECM cascade in human samples ex vivo and improves intestinal
radiation-induced fibrosis in vieo. Although the additional
action of pravastatin on vascular and immune function is not
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Annexe |

Partant de notre modele et sur la base de ces résultats prabastapus sommes demandés
si I'activation pathologique de la voie Rho/ROCK est spécifique ou nda filerose radio-
induite intestinale, ou s'’il s’agit d'un mécanisme plus géné&wair répondre a cette question,
nous avons mis au point un modele expérimental de fibrose pulm&é@inmycine-induit chez des
souris C57BL/6 et nous avons étudions la capacité de réversiatteldilorose établie par des agents
pharmacologiques (Pravastatine, Simvastatine et Y-27 632).

Le développement d’'une fibrose pulmonaire peut étre généré dans un arudelkexpose a
une irradiation focalisée de la cage thoracique, ou par instilldé drogue radio-mimétique,
telle que la bléomycine (Gharaee-Kermani et al., 2005). Il tsidigh agent cytotoxique,
extrait de Streptomyces verticillus. La Bléomycine va, erosgptexant avec le fer, conduire
a la production d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) qui vaniradur engendrer des
lésions de I'ADN, des protéines et des lipides (Cunningham etl883; Ishida and
Takahashi, 1975). Il est nécessaire de réaliser des adntioigrintraveineuses ou intra-
péritonéales répétées afin d’obtenir une fibrose pulmonaire défisithitaire aux Iésions de
fibrose radio-induites. Par contre, les instillations intra-tralgsé produisent une fibrose
bronchiolo-centrique. Le modeéle radio-induit nécessite des temps dreepéaition plus

importants (15, 26 et 36 semaines), actuellement en cours.

Matériels et méthode

Modele de fibrose pulmonaire chez des souris de la lignée C57BL/6.

Les animaux, agés de 10 semaines et d'un poids d’environ 20 g au mienéatude
(Janvier, France) sont maintenus en conditions standards avec unilarecasl’eau et a la
nourriture de I'animalerie.

Deux groupes de souris sont constitués : le groupe « BLEO » (2)seute groupe «
CONTROLE » (6 souris). La Bléomycine est injectée par voia-ipéritonéale, a raison de

40 mg/kg diluée en solution saline a partir de JO dans le groupe BLE@e solution saline

pour le groupe CONTROLE. Les injections ont eu lieu a JO, 2, 4, 6 et 8. Le poids des animaux
est évalué avant chaque injection. Les souris sont ensuiteé&zcphr dislocation cervicale a

J20, J30 et J40. Le thorax est immédiatement ouvert et les poumonpré&ents par
chirurgie. Le poumon gauche est utilisé pour évaluer le dépbt de erwdlagar étude

histologique et le poumon droit pour I'extraction des protéines et des ARN aprégebroya
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Protocole d’induction de la fibrose pulmonaire par la Bleomycirlesefours établis pour le

sacrifice des animaux.

BLM (40 mg/kg i.p.) SACRIFICE SACRIFICE SACRIFICE
0 2 4 o6
Jours | I |
0 10 20 30 40

GROUPE BLEO : 18 souris injectées avec la Bleong/dih mg/Kg i.p. les jours 0, 2, 4, 6 et 8.
GROUPE CONTROLE : 6 souris injectées avec de latisul saline i.p. de la méme maniére.
Sacrifice a J20, J30 et J40 respectivement deofirissBleo » et sacrifice a J20 et J40 de « 3 saamtroles ».

Protocole d’administration des médicaments

47 souris sont traitées par Pravastatine, Simvastatine, Y-27 632 aebpld’apres les
schémas suivants :

- administration de la Simvastatine (20 mg/Kg/jour) diluée en DM®% a partir de J15
jusqu’a J30 chez 8 souris.

- administration de la Pravastatine (40 mg/Kg/jour) diluée en H20 10% a patfibdesqu’a
J30 chez 18 souris.

- administration d'Y-27 632 (30 mg/Kg/jour) a partir de J15 jusqu’a J30 chez 5 souris.

- 16 souris contréles traitées par Bléomycine seule (5 x 40mg/kg par voieiiotrgaie).

Les médicaments sont administrés en utilisant des pompes osmdtigeeapacité 100 pl)

implantées sous peau. Toutes les souris seront sacrifiées a J40.

Pravastatin via Osmotic pump
40mg/kg

Bleomycine
IP 5X40mg/kg

DO D15 D30
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Etude histologique

L’ensemble des poumons gauches des souris des groupes BLEO ou OORTRNt
prélevés et fixés en Finefix avant inclusion en paraffine. laese$ histologiques sont
colorées par hématéine de Mayer et safran (incubation 1h), dermanidentifier les plages
de fibrose et puis scannées avec un scanner Nikon Super Coolscan 8000.

Les parametres d’acquisition des images sont spécialementsaddptdétection des signaux
colorés en histologie. Les images numérisées sont ensuite éesalgsec un logiciel
spécialisé, PixCyt (Elie et al., 2005) permettant la séleate régions d'intérét (fibrose). Par
la suite, un programme spécial a permis de calculer le rappues Zibreuses/ parenchyme
pulmonaire pour chaque animal (Elie et al., 2003). Les hiles pulmonaoes
systématiguement exclus du calcul de la surface pulmonairesurgorEsence au niveau des
plans de coupe est aléatoire.

Les images histologiques sont numeérisées avec un microscogeAz@phot et une cameéra

numerique Sensicam 12 bit (PCO, Allemagne).

Résultats

1- Etude histologique de la fibrose pulmonaire induite par la Bléomycine

L’analyse histologique du groupe contrble ne retrouve pas de lésion oawdiécation
pathologique.

Par contre, lorsque les souris sont traitées par la Bléomycin&filirat inflammatoire
pulmonaire est observé a J20 associé a un dép6t matriciel étendiésitms histologiques de
fibrose chronique s’observent a J30 et J40. Cette fibrose, richellelescénflammatoires
telles que macrophages spumeux et lymphocytes, est essenti¢llecadisée en zone sous-
pleurale et a la périphérie des gros vaisseaux et s’accompagn important cedeme et d’'un
dépb6t matriciel important. Dans ces zones sous-pleurales, les derfibrose sont réparties
de facon irréguliere alors que I'épithélium et les bronchioles ajgsa@nt normaux dans les

territoires adjacents.
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Figurel. (a) Absence de Iésions fibrotiques chez les s@anigrdles. (b-c) Présence de lésions inflammatdires
J20 et de zones de fibrose constituée a J40 (tolondES).

2- Modulation du phénotype fibrogénique pulmonaire par inhibition de la voie RHOBK

Nous avons ensuite étudié I'effet des agents pharmacologiques ndigapédistatines) ou
inhibiteurs spécifiques (Y-27 632) de cette voie de signalisaticiydiére dans le traitement
de la fibrose pulmonaire. Dans un premier temps, nous avons étudidj@ndtion de ces
traitements (Pravastatine, Simvastatine et Y-27 632) pouvaita@aeréla survie des souris
traitées par rapport au groupe contréle par traitement de &sdilpulmonaire. Nous avons
constaté que I'ensemble de ces agents pharmacologiques augmegriicatvement la

survie des souris traitées par rapport au groupe non traite.

Figure 2. (a) survie des souris traitées par Bléomycine sgiko ; bleu), par Bléomycine + Pravastatine (P ;
rouge) et par Simvastatine (S ; orange). (b) sulei® souris traitées par Bléomycine seule (Bléey)ket par
Bléomycine + Y-27 632 (Y-27 ; vert)
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Afin d’étudier I'efficacité de chaque traitement, nous avons aaleutapport zones fibreuses/
parenchyme pulmonaire pour chaque animal. Ainsi, les statines oattime anti-fibrosante
remarquable sur le tissu pulmonaire avec un score de fibrodaibleésavec une efficacité de

la Pravastatine qui semble étre supérieure a la Simvastatine.

Figure 3. Score histologique de la fibrose, N= nombre de isquavec souris traitées par Bléomycine seule
(Bléo), par Bléomycine + Pravastatine (Prava),iarvastatine (Simva) et par Y-27 632; +++ : fibregeeére ;
++ fibrose modérée ; +/0 : absence de fibrose @asiguexistante

Score de fibrose Bléo Prava Simva Y-27 632
+++ 14 3

++ 2 2 1 2

+/0 16 4 3

Nombre total de souris | 16 18 8 5
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Figure4. (a-b) Fibrose pulmonaire des souris traitées pa@omlcine : fiborose sous-pleurale et remodelage
vasculaire. Régression de la fibrose pulmonaire slmgis traitées par Bléomycine et Pravastatinec ave
persistance d’'un infiltrat inflammatoire alvéolaie¢ présence de macrophages (c-d) ; des souriéetsapar
Bléomycine + Simvastatine avec persistance d'uittriaif inflammatoire alvéolaire, présence de mabages
(m) et de polynucléaires neutrophiles (p) (e-f) des souris par Bléomycine + Y-27 632 avec penscs d'un
infiltrat inflammatoire alvéolaire et présence daamphages (m) (g-h). (coloration HES).
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Les statines, quelle que soit leur propriété lipophile ou hydrophikerce un effet anti-
fibrosant. Toutefois, et de fagon surprenante, 2 souris traité&imuaastatine ont développé

des lésions pré-néoplasiques (desmoplasie).

Figure 5. Réactions de desmoplasie observées dans le gregmodris traitées par Bléomycine + Simvastatine

AT I > 7 - e - N ¥ . 7 2 o Y
; SO e e AN . 4 { - L

Conclusion

Les agents pharmacologiques non spécifiques (Pravastatine, Simvastaéejfefue (Y-27
632) de la voie Rho/ROCK exerce une action antifibrosante surilteses pulmonaires
établies. Ces résultats suggerent que la voie Rho/ROCK poumaiingtliquée dans le
maintien de la fibrose de facon ubiquitaire et non spécifique diergeoutefois, ceci reste a
étre démontré dans d’autres modéles expérimentaux.

L’action anti-fibrosante ne semble pas étre identique entre tgge® de statines avec une
efficacité qui semble étre supérieure lors de I'administad®sia Pravastatine. Ceci pourrait
éventuellement étre expliqué par un degré de lipophilie différespponsable d’une
pénétrance cellulaire plus ou moins grande, et donc une inhibition d@l&h@u moins
importante. Nous pouvons également considérer que ces statines poagisuat des voies
de signalisation intracellulaires sensiblement différentes amuwme conséquence une
efficacité anti-fiborosante inégale. L'inhibiteur Y-27 632, quant-a lumaldtre une activité
analogue a celle de la Pravastatine.

Cependant, I'application en recherche translationnelle de la Setimastloit rester prudente
en raison d’apparition de Iésions pré-néoplasiques qui ne sont survendanguces groupes

d’animaux traités.
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Annexe Il

Nous nous sommes demandés si la matrice extracellulaire poowait yn role dans le
maintien de la fibrose radio-induite, plus particulierement I'efeta Matrice extracellulaire
(MEC) sur la cascade Rho/ROCK/CTGF. Pour ce faire, nous avabsréldes coatings de
MEC artificielle (fibronectine, collagéne de type | et cgdae de type lll) et nous avons
successivement apposé les cellules humaines normales (N-CMajhelogiques issues de

fibrose (Fi-CML) sur les différents supports.

Matériels et méthodes

Adhésion cellulaire

Isolement des cellules primairekes cellules musculaires lisses humaines ont été isolées par
digestion enzymatique (120 mM NaCl, 4 mM KCI, 2.6 mM R, 2 mM CaCi4, 0.6 mM

de MgCk, 25 mM HEPES, 14 mM glucose, 2.1 % Eagle’s essential medium, 0.}Bé&80
trypsin inhibitor et 0.2 % collagénase de type Il), a partiadeihique musculaire intestinale
saine (CML normales : NCML) ou issues de fibrose radio-induite (CML radiGu€xML).
Production des coatings :

- des composants matriciels (fibronectine, collagene de ltygtelll) : densité de chaque
composant de g/cm? / puits (plaque 24 puits) pendant 16 heures a 4°C. Bloquage de ces
coatings, préalablement aux tests d’adhésion cellulaire, avec SicétBenant 1% de BSA
(bovine serum albumin) pendant 1 heure & 37°C (Gao and Brigstock, 2004).

- de matrice extracellulaire complekevitro : sécrétion de la MEC par les cellules N et Fi-
CML cultivees a confluence pendant 10 jours. Lyse cellulaire patétergeant permettant
ainsi de laisser intact les « coatings » de matriceaeaftulaire normale (MEC N) et de
fibrose (MEC F) sur les boites de culture.

Adhésion cellulaire ensemencement a nombre égal des N et Fi-CML (SmBM sans SVF

supplémenté en Sérum d’Albumine Foetal 0,5%) sur les difféerents suppmbftérents temps
d’incubation (15, 30 minutes, 1 heure et overnight). Le milieu est ensiité, les cellules
non adhérentes sont lavées avec du sérum physiologique ne lagssarés cellules
adhérentes qui sont colorées et fixées au cristal violet (m#tB@%, formaldéhyde 10%,

cristal violet 1,25g) durant 10 minutes puis comptées.
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Implication de I'intégrine béta-1 dans la modulation de I'adhésion cellulaire:

La présence des intégrines béta-1 est mise en évidence gatiaorps anti-CD29 couplé au
FITC (PN IM0O791, Immunotech) dont I'analyse du marquage immunofluoressentalisée

par microscopie confocale. Mise au point initiale des marquagesnoinstochimiques sur
des kératinocytes (lignée HaCaT).

- stimulation de la voie « outside-in » d'activation des intégrines N et Fi-CML sont

cultivées sur des lamelles de verre coatées de fibronectine.
- stimulation de la voie «inside-out » d'activation des intégrines N et Fi-CML sont

cultivées sur des lamelles de verre et soumises au LRAIYsephosphatidic acid, oleoyl,

sodium, 0,14mg/ml, Sigma) pendant 30 minutes et 3h.

Etude de I'expression des transcrits des protéines d’intérét (CTGF).

Extraction d’ARN total (Kit Rneasy d’extraction — Quiagen) ptligion des ARN avec 2l
d’eau Rnase free. Quantification des ARN totaux et vérificateofa qualité des ARN totaux
(Agilent 2100 bioanalyser)Etude de I'expression des ARNdu CTGF par Q-RT-PCR
mesurée a partir de 10 ng deNA et 300 mM (CTGF) et GAPDH : kit pré-développé
(Applied Biosystems). Réalisation des réactions de PCR par ABI PRISM 7700.

Primers CTGF

Forward Reverse

5S'GAGGAAAACATTAAGAAGGGCAAAZ’ 5'CGGCACAGGTCTTGATGA 3’

Pour chaque expérience, I'expression relative des ARMN géne d’intérét est rapportée a
celle d’'un gene de référence GAPDH. La quantification relativ8ARRN ,, a été calculée
d’aprés la méthode comparative d&8Cr. Dans les tissus pathologiques, la quantification
relative est égale &°2°", ou AACy correspond & la différence entre la moyenneM&sissy
radio-induity €1 18 moyenne deSCrissu sain), €t leACr correspondant au rapport dudene dintéret -
cter) €t le Gygene-controle endogene: cappH)NOUS prenons en considération une variation

d’expression des ARNsi elle atteint un facteur 2 (sa@it2 ou< 0.5).
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Résultats
1- Modulation de I'adhésion des N-CML et Phi-CML en fonction du support et dupiem

L’'adhésion cellulaire s’effectue tres précocement suslggports matriciels et augmente au
cours du temps (quelque soit le support et le type cellulaire).

A nombre égal de cellules ensemencées (N et FICML), lacitépdiadhésion cellulaire en
'absence de MEC (sur plastique) semble étre plus efficacelgmuaellules issues de fibrose
par rapport aux cellules normales, plus particulierement a dess teardifs (18 heures). Par
ailleurs, les cellules normales coatées sur des supportsraecictine et de collagéne de type
| ont une capacité d’adhésion supérieure aux cellules de fibrose, qusgue temps
d’incubation.

Ces résultats préliminaires suggeéerent que I'adhésion cellgaireétre modulée en fonction
du type cellulaire et du micro-environnement (support matriciajte différence de capacité
d’adhésion cellulaire pourrait étre le reflet d’'une différexeerépartition ou de type de

récepteurs membranaires, en particulier les intégrines, qui moduleraiergdietsion.

Figure 1. Modulation de I'adhésion des cellules issues d'ingéin sain (N-CML) et d’entéropathie radio-
induite (Fi-CML): a- en fonction du support et du tempglastique (violet) ; fibronectine (FN ; rose);
collagene de type | (COL | ; jaune) et collagendyge [l (COL IlI ; vert) a des temps précoces (hutes) ou
tardifs (overnight ON) b- sur la Fibronectine en fonction du temp minutes (15min ; bleu), 30 minutes (30
min ; rose), 1 heure (1h ; jaune) et overnight (QAdrt).
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2- Modulation de I'expression génique de CTGF par la matrice extracellulaire.

Le micro-environnement module I'adhésion cellulaire mais égaleffexression génique
des facteurs profibrosants. En effet, lorsque les cellules desdibsont cultivées sur des
coatings de fibronectine ou de collagéne de type |, il existeinthestion de I'expression
génique de CTGF au cours du temps. Par contre, a supports identiquesroe dbss les
cellules normales une induction précoce de I'expression génique de @TIGireure) suivie
d’'une inhibition de cette expression a des temps tardifs (18 heui@sl)-de facon
significative.

Ainsi, I'expression génique des facteurs profibrosants serait dégende I'environnement
matriciel mais semble étre indépendante de la capacitéasimth(exemple des FICML sur la
fibronectine : adhésion plus faible et expression génique de CTGFoplegfie les NCML).
Ces premiers résultats montrent que la nature de la mattigeeatlulaire joue un rdle sur
'expression génique de CTGF, et pourrait peut-étre contribuer aotiemade la fibrose

radio-induite.

Figure 2. Modulation de I'expression génique de CTGF en foriion du type cellulaire, du support et du
temsp : cellules issue d’intestin sain (N-CML) et d’entgathie radio-induite (Fi-CML) ensemencées sur la
Fibronectine et du collagéne de type | en fonctlartemps : 15 minutes (15min), 30 minutes (30 mireure
(1h) et overnight (ON) par Q-RT-PCR.

Coating Fibronectine Coating Collagéne type I

3500

3000

15min 30min 1h ON ‘ - 15min 30min 1h ON
N-CML Phi-CML N-CML Phi-CML

O Matériel dégradé
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3- Implication des intégrines dans I'adhésion cellulaire

Les coatings de matrice complexe favorisent également I'ahdss N et Fi-CML. L’ajout
d’'un agent chélatant, 'EDTA (10 mM), inhibe I'adhésion cellulaMeef Fi-CML) suggérant

l'implication d’intégrines.

Figure 3. Inhibition de I'adhésion cellulaire par TEDTA, agiechélatatnt suggérant I'implication des intégsine

Support et type cellulaire

E EDTA N et HCML
& [1 Plastique  NCML

2 O Plastique HCML

o O meECN | NCML

o O MECF

g B vECN | oML

S B MECF

* p<0.05 MEC versus plastique

Nos résultats préliminaires suggerent que I'intéga6@1l dont la fibronectine est un de ses
ligands pourrait étre impliquée. Les intégrines peuvent étreéastisoit par des éléments
extracellulaires (transduction du signal « outside-in ») ou earégenements intracellulaires
qui vont modifier la conformation et l'affinité de la liaison dent&grine avec son ligand
(transduction du signal « inside-out »).

Lorsque les cellules sont cultivées sur la fibronectine, lartitpa du marquage de
l'intégrine-bétal differe en fonction du type cellulaire. On coastahe localisation
essentiellement réticulaire et une forte densité péri-nueléains les cellules normales alors
gue dans les cellules de fibrose, on observe une localisation membddméintégrine-bétal,
principalement dans les prolongements cytoplasmiques servant d’aadealyd=C. Bien que
la nature exacte de ces prolongements reste a étre dagagtéette localisation membranaire
des intégrines bétal dans les cellules pathologiques suggérent leur implicasiéadiaésion
de ces cellules a la fibronectine.

Le traitement des N et Fi-CML par le LPA stimule I'eepsion membranaire de I'intégrine

dans les deux types cellulaires.
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Ces résultats montrent une action spécifique et différantigllla MEC sur I'expression des
molécules d’adhésion, en particulier de I'intégrine béta-1, sugg@amimplication dans la

différenciation fibrogénique.

Figure 5. Identification de la présence des intégrines bédaris les N-CML et Phi-CML soumises au LPA ou
coatées sur de la fibronectine.

Coating fibronectine LPA

N-CML

Phi-CML

Conclusion

Nos précédents travaux réalisés au laboratoire suggererstdieog d’'une voie d'activation
directe entre le microenvironnement, les récepteurs memlaaraiie noyau cellulaire dans
les cellules de fibrose. Nous avons donc émis I'hypothese qu'ih#gxdans notre modele une
étroite collaboration entre les intégrines impliquées dans I'amthés le cytosquelette régulé
par la voie Rho/ROCK pour maintenir une différenciation fibrogéniqualifiésents acteurs
cellulaires. La présence de fibronectine intacte est un degm g activant la voie Rhoa les
intégrines dans les HUVECSs et fibroblastes KD (Bourdoulous €1398) et par ailleurs, la
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voie Rho a été décrite dans la régulation de la différenciatiorcelkiles musculaires lisses
vasculaires (Mack et al., 2001). D’autre part, la caractéisali phénotype fibrogénique des
cellules de fibrose (rappoySm actinedlSm actine diminué associé a une forte activation de
Rho) suggere que ces cellules ne seraient pas en différemeeaminale telle que Rodemann
et al. le décrivent (Rodemann and Blaese, 2007), mais ellesersturan statut de
différenciation immature. Ce statut de différenciation cal@lgourrait étre un parameétre
essentiel des mécanismes physiopathologiques de la fibrose, ®utiefei effecteurs
contrblant ce statut restent encore méconnus. Nous pensons que deétenaikition
immature soit également dépendante de la relation qu’entretieetllde avec son micro-
environnement.

Nos travaux actuels montrent que la MEC module I'adhésion gtréesion génique des
facteurs pro-fibrosants suggérant que la MEC pourrait participgreaboucle d’activation
chronique MEC/ intégrine/ voie Rho/ CTGF. Toutefois, I'induction de la ®he/ROCK

reste a étre démontrée.
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Article IV

Augmenter le contrdle local par le boost dans le cancer du seitiit 8 méfier des effets

secondaires ?

Enhanced Local Control by Radiation Boost in Breast Cancer: Back Side of é¢hCoin?

Bourgier C, Vozenin-Brotons MC, Arriagada R

Journal of Clinical Oncology (2007), Dec 20;25(36):5841-3.

Dans le cancer du sein, il a été montré qu’'un boost de 16Gy (coerlém dose dans le lit
de tumorectomie) augmentait le contrdle local, et ce, quelquédgmit Cependant, il depuis
depuis longtemps reconnu que le jeune age est le principal factewnspique de récidive
locale. Sur ces arguments, un large essai de phase Il condHiipg Bartelink est en cours
afin d’évaluer si un boost de 26Gy améliorerait le contréle lobak ces jeunes patientes
atteintes d’'un cancer du sein.

En réponse a la récente publication portant sur la mise a jour des résultatsédiedation du
contr6le local par un boost de 16Gy (Bartelink et al., 2007), nous avons évodiafoytee
10Gy supplémentaire sur le boost (soit 26Gy au total) sera rebpwmban taux accru de
fibrose.

Or, I'enjeu des radiothérapeutes ne consiste pas seulement &emdagrcontréle tumoral
mais également a étre le moins nuisible possible. Il nous peEaséntiel que les essais
d’escalade de dose ne doivent pas se faire au détriment du tissu sain. Dans ce sens, nous avons
rappelé que la modulation de la voie Rho/ROCK, notamment par lesstgiouvait réverser
le phénotype fibrogénique.

D’autre part, en vue d'une application clinique de cette nouvelle dpprawti-fibrosante
ciblée, il nous parait essentiel que ce traitement ne favoriselapaepopulation ou la
croissance tumorale. Il semblerait que dans notre modele inte$tahinistration de la
Pravastatine exercerait un véritable effet différentiepde son action anti-fibrosante sans

interférence avec les traitements anti-cancéreux usuels (Haydankeoa).
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Nous avons donc proposé dans le cadre de cet essai de phase Il dlétudiécanismes
moléculaires impligués dans les processus de fibrose et d'évalogpeptivement des
thérapies ciblées anti-fibrosantes pouvant exercer un effet différentiel.
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What Is the Impact of Tamoxifen on
Radiation-Induced Fibrosis in Patients
Receiving Breast-Conserving Therapy

To Tug Epiror: Bartelink et al' reported the impact of higher
radiation dose on local control and survival in patients who
underwent breast conservation therapy for early breast cancer.
They used 10-year results of the randomized boost versus no
boost European Organisation for Research and Treatment of
Cancer 22881-10882 trial.

A total of 5,318 patients with microscopically complete excision
followed by whole-breast irradiation of 50 Gy were randomly assigned
to receive either a boost dose of 16 Gy (2,661 patients) or no boost dose
(2,657 patients), with a median follow-up of 10.8 years. The major
purpose of this report was to find out the long-term impact of a boost
irradiation of 16 Gy on local control, fibrosis, and overall survival for
patients with stage [ and II breast cancer who underwent breast-
conserving therapy. They reported that severe fibrosis was statistically
significantly increased in the boost group, with a 10-year rate of 4.4%
v 1.6% in the no-boost group.

It is well known in the literature that higher radiation doses
significantly increase severe fibrosis that resulted in poor cosmetic
results.>* However, in Bartelink et al,' there is no information about
the percentage of patients within the boost or no-boost group that
received tamoxifen (TAM) treatment. In addition, the differences
between TAM treatment versus no TAM treatment in the boost group
must be explained (if any).

Apart from its (anti)hormonal properties, TAM also has a num-
ber of nonhormonal effects. The induction of transforming growth
factor B (TGF-B) is one of the documented nonhormonal effects of
TAMA It generally inhibits the growth of epithelial cells, but induces
chemaotaxis of fibroblasts. This may explain the importance of TGF-8
in the pathogenesis of fibrosis ina large number of animal models and
human disorders.>” Nonhormonal effects of TAM can cause fibrosis

of liver, skin, muscle, lungs, and mammary gland, most likely by the
induction of TGF-B secretion, Johansen et al® also recently reported
that TAM was significantly associated with breast fibrosis.

I believe that in the article by Bartelink et al," if the impact
of TAM on fibrosis were analyzed in subgroups of boost versus
no-boost groups in a study with a large sample size (ie, 5,318
patients) and 10-year period, the contribution to the literature
would be enormous.

Mehmet Koc
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Enhanced Local Control by Radiation
Boost in Breast Cancer: Back Side of
the Coin?

To Tue Eprror: Update of the large Furopean Organisation for
Research and Treatment of Cancer trial testing the effect of an addi-
tional (boost) 16-Gy dose in patients with breast cancer has been

WL JCO.0T

reported recently by Bartelink etal' and Antonini et al” These reports
confirm the expected benefit of the boost that reduced local recur-
rence by halfin terms of relative risk and showed a significant absolute
gain with a smaller effect in older patients for whom the baseline risk is
low.” More than 20 years ago, by using a multivariate analysis per-
formed on 463 patients with locally advanced breast cancer, we
showed a linear dose-tumor control relationship in which local recur-
rence relative risk was equal to 18,36 X e 004746 % DSV (yhere I is
tumor dose).* This model predicted thatan additional dose of 15 Gy in
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conventional fractionation would decrease by two-fold the relative
local recurrence risk in patients with subclinical disease. This effect on
relative risk was shown to be independent from other clinical factors,
such as tumor size, nodal involvement, and age. The recent results of
the European Organisation for Research and Treatment of Cancer
trial showing a reduction equal to 0.55" confirms the value of our
predictive model and demonstrates further the larger absolute thera-
peutic benefit of the additional dose in younger patients. However, in
this subpopulation, the high baseline risk level of local recurrence is a
matter of concern. The additional 16-Gy dose decreased the recur-
rence rate to approximately 10% at 5 years, but the risk still mught
reach 15% to 20% at 10 to 15 years,” justifying the recent ongoing trials
investigating the potential benefit of an additional 10-Gy dose. In
this context and using our predictive model, the additional relative
risk reduction will reach approximately 30%, but will probably be
associated with a higher risk of delayed adverse effects {mainly
breast fibrosis).

These adverse effects are likely to influence the long-term quality
of life of these younger patients and emphasize the need for develop-
ment of efficient antifibrotic strategies. One of the challenges of mod-
ern radiation oncology is to develop treatments able to mitigate or
reverse undesirable adverse effects. Radiation-induced fibrosis is char-
acterized by the excessive deposition of extracellular matrix, which isa
highly dynamic process and results from a wound-healing defect.*”
Although transforming growth factor §1 and its associated pathway
thatdepend on the smad proteinsare currently recognized as the main
fibrogenic cascade,® the downstream effector, the connective tis-
sue growth factor (CTGE), might be more attractive therapeuti-
cally because of a more specific effect during the chronic phase of
the pathology.

Recently, the activation of the pathway depending on the small
guanesine triphosphatase Rho and their downstream effectors Rho
kinases (ROCKS) has been pmposed.m’“ The relevance of this path-
way to radiation fibrosis is expected to be high, given thatit is involved
in the control of vascular activation, inflammation, and fibrogenic
response.' The use of clinically relevant pharmacologic inhibitors of
Rho and ROCK, including statins (well-known mhibitors of
B-hydroxy-B-methylglutaryl-coenzyme A reductase’™") would al-
low a quick transfer into the clinics. Preclinical studies with statins
(lovastatin, simvastatin, and pravastatin) in lung and gut have shown
a significant mitigating action on normal tissues and raised the ques-
tion of a concomitant tumor protection effect.'*'* However, prelim-
nary experiments conducted on tumor cell lines and xenograft
models ruled out the latter hypothesis.16 Furthermore, Katz et al'”
suggested that statin use was associated with an increased pathologic
complete response rate after neoadjuvant chemoradiotherapy for
rectal cancer.

In additien to fibrosis mitigation, strategies allowing fibrosis
reversion are required; one of the most promising applications for
statins in radiation oncology is their antifibrotic action, which would
not interfere with previous anticancer treatments. Preclinical studies
conducted in human samples and rodents showed a significant im-
provement of radiation-induced intestinal fibrosis after pravastatin
treatment." The molecular mechanisms associated with this rever-
sion rely on the Rho/ROCK inhibition, which lead in cascade to CTGF
and extracellular matrix-related genes inhibition. Other antifibrotic
therapeutic agents have been proposed to patients (reviewed by
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Delanian and Tefaix'?), such as exogenous superoxide dismutase
administration, and the combmation of pentoxifylline with a-
tocopherol,**?! the antifibrotic action of which is believed to depend
on their common antioxidant properties. However, their real efficacy
is still controversial ™ due to the lack of randomized studies and of
a strong bielogic rationale.”

In summary, additional improvement of treatment modalities
will require a careful evaluation of quality oflife, especially for younger
patients with a potential longer follow-up time. The ongoing clinical
trial investigating an additional dose of 26 Gy on the tumor bed in this
category of patients may provide a unique opportunity to investigate
the molecular mechanisms involved in the development and mainte-
nance of subcutaneous radiation fibrosis, and to evaluate the validity
of targeted antifibrotic therapies, such as Rho/ROCK/CTGE, in an
attempt to provide a long-term treatment benefit.
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Boost Dose Back Again in Elderly

To THe Eprtor: We read with great interest the recent article by
Bartelink et al addressing the impact of a 16-Gy boost radiation dose
after breast-conserving therapy (BCT) on local control, survival, and
fibrosis for patients with stage I and II breast cancer at 10 years
follow-up.' The authors reported the results of 5,318 patients with
early breast cancer treated with microscopic complete excision and
axillary dissection, followed by whole-breast irradiation to 50 Gy, who
were randomly assigned to receive either no extra irradiation or a
boost dose of 16 Gy to the original tumor bed. The authors demon-
strated that addition of a boost dose of 16 Gy breast radiation signifi-
cantly lowers the risk of local recurrence rates in all age groups, but
does not seem to improve overall survival after 10 years of follow-up.
We would like to point out a couple of significant points regarding
their trial to clarify the outcome.

First, their series revealed that 47% of the local recurrences oc-
curred in the primary tumor bed, 10% occurred in the scar, 29%
occurred outside the original tumor area, and 13% were diffuse. Since
this trial aims to evaluate boost dose effect on local control, it seems
unfair to categorize the elsewhere recurrences en local recurrence. We
think that only recurrences in the primary tumor bed and scar region
may reflect the real effect of boost dose on local control. Therefore,
additional actuarial analysis of local control based on this criterion
would be remarkable.

As indicated by Bartelink et al, the boost dose was not the sole
factor, which has a negative impact on the cosmetic outcome accom-
panied by the independent predictors as the location of the primary
tumor in the lower quadrants of the breast, the volume of the excision,
breast infection and/or hematoma, and clinical T2 stage. The first
report of the trial with a S-year follow-up indicated that the local
control and cosmetic results are similar with interstitial implantation,
photons, or electrons, such as did several other trials. > Reporting the
difference of the cosmetic results at 10-year follow-up between exter-
nal boost and interstitial boost would also be valuable.

WL JCO. 00T

The breast cancer mortality was detailed in the series, though no
detail was given related with non—breast cancer mortality particularly
in the left-sided breast cancer patients. It would be appealing to ob-
serve the possible effects of boost dose and cardiac effects, as well as the
different modalities of boost that might change the cardiac effect.

Additionally, Bartelink et al noted that microscopic complete
excision of breast tumeor should receive a boost dose of 16 Gy, butina
separate stratum of their trial, boost dose for microscopic incomplete
excision were randomly assigned to receive a dose of either 10 or 26
Gy. If 16 Gy should be the dose after complete excision, why did the
investigators choose a dose less than eptimal for incomplete excision?

Lastly, this report once again revealed one drawback of evidence
(probability)-based medicine. The value of boost dose was shown with
longer follow-up for elderly women whereas initial report demon-
strated no significance. At that peint, someene may wonder the con-
sequences of this situation for elderly women who did not receive the
boost dose during this period based on the preliminary findings of
this trial.

‘We would like to thank the authors for this important trial, and to
state that clarification of these points above would possibly increase
the credibility of this series to enlighten the related future work.
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Applications — Recherche de transfert

Essai de phase Il évaluant I'effet curatif de la pravastatinehez des patients présentant

une fibrose cutanée et sous-cutanée radio-induite établie

Investigateurs Bourgier C (PI), Bourhis J

L’ensemble de ces données nous a conduit a élaborer un essaigie admiphase Il évaluant
I'effet curatif de la Pravastatine chez des patients prégente fibrose cutanée et sous-
cutanée radio-induite établie (début d’inclusion prévue mi-2008).

En effet, la fibrose cutanée et sous-cutanée de la spheres@Rient dans 16-30% des
patients traités par radiothérapie cervico-faciale (Fu.e2@00). Sa traduction clinique varie
en fonction du traitement réalisé (type de chirurgie, dose tahlelose/fraction de
radiothérapie, chimiothérapie associée) : perte d’élasticitéa geeau, induration cutanée,
rétraction ou fixation de la couche superficielle de I'épiderme rppport aux couches
tissulaires profondes. Ces toxicités radio-induites peuvent linkitemobilité cervicale
(flexion, extension, rotation du cou) et peuvent également engendredodé=urs a la
mobilisation. Nos travaux expérimentaux ont montré que la Pranaspermet de réverser le
phénotype fibrogéniqua vitro, ex vivoet limite la progression des fibroses établies voire
réverse la fibrose établie vivo.

Nous souhaitons par conséquent proposer d’évaluer cliniguement l'effeif ceala
Pravastatine chez des patients présentant une fibrose cutaséeseutanée (grade 2
d’apres I'échelle de toxicité NCI-CTCAE v3.0, (DCTD, 2006) ) apadiothérapie de la
sphére ORL.

Plan de I'étude : traitement par Pravastatine pendant 12 mois a la dose de 40mg/jour.
Critére d’évaluation principal : Régression de la fiborose mesui2émois aprés le début du
traitement par échographie haute fréequence et définie commeminetitbn d’au moins 30%

de I'épaisseur maximale de la fibrose avant traitement.
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DISCUSSION

Brievement, nous avons mis en évidence : (i) un phénotype fibrogénique lidéess agu
mésenchyme intestinal issues d’entéropathie radique (cellulescutaires lisses et
myofibroblastes), associé a une dérégulation constitutive de la VoRACK ; (ii)
I'implication de la voie Rho/ROCK dans le maintien de ce phénoippegénique a I'échelle

cellulaire ; (iii) une nouvelle cible thérapeutique anti-fibrosante : la voieHRDIOK.

Mécanismes physiopathologiques impliqués dans le maintien de la fidse radio-induite

Existence d’'un phénotype fibrogénique — implication du mésenchyme

Les rayonnements ionisants interagissent avec différents comgaigi tissulaires impliquant
ainsi différents types cellulaires et/ou différentes cytok{geghélial, endothélial, cytokines
de l'inflammation et systeme immunitaire, mésenchyme). iEmde de nos travaux montre
limplication du compartiment mésenchymateux dans le maintida @ibrose radio-induite.
En effet, en phase de fibrose établie, il existe dans notre enodgbhénotype fibrogénique
commun aux cellules musculaires lisses et aux myofibrobladies gk (i) une morphologie
plus élargie avec un cytosquelette modifié (fibres de sfrégsine activation préférentielle
de la voie Rho/ROCK, (iii) une surexpression de CTGF, facteurbposfant, (iv) et enfin,

une synthese accrue de matrice extracellulaire (fibronectine etllegénes de type | et IlI).

Morphologie et réseau d’actine

L'observation microscopique de ces cellules de fibrose met en éridiasc cellules plus
volumineuses et plus étalées que les cellules non pathologiques. Endiehessdifférences
morphologiques, il existe un niveau d’expression relatiSdi actine et dgSm actine entre
les cellules de fibrose et les cellules non pathologiqueselkges issues de tissus de fibrose
radio-induite posseédent une surexpressi@anr3inA avec une expression constantgSimA.

Le rapport de ces 2 isoformes d’iso-actine permettrait de ndiéker le statut de
différenciation des cellules musculaires lisses. Les travdenBrittingham portant sur la
caractérisation du phénotype des cellules musculaires lissestinates ont identifié 2
marqueurs moléculaires dans le développement de ces cellaletsne’alpha-smooth muscle

(a-SmA) et gamma-smooth muscke§mA). Si le rapporySmA/ aSmA est élevé, les CML
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évoluent vers un état différencié. Inversement, si ce rapport es¢ Ipdenotype des CML est
plus indifférencié (Brittingham et al., 1998). Dans notre modelgdpartySmA/ aSmA est
bas suggérant que les cellules impliquées dans le maintien itheokse fradio-induite soient
peu différenciées.

Protéines Rho

Le rble des protéines Rho n’est pas limité a la régulation de la formatiomssde stress et
des points d’adhésion focaux. Elles semblent étre également un mardpdidtat de
différenciation cellulaire. Begaj et al. a montré que lesulsdl indifférenciées du
mésenchyme embryonnaire présentaient une tres forte activigha& par rapport aux
cellules musculaires lisses bronchiques (Beqaj et al., 2002). Eriofondu micro-
environnement, les cellules se différencient et parallélemertgaube d’activité de RhoA
s’affaisse.

De la méme facon, nous avons montré récemment que la voie Rhoaéiaie
préférentiellement dans les cellules de fibrose en répon3&HBL alors que la voie Smad
I'était dans les cellules non patholgiques (Haydont et al., 2005) Gathnce Rho/Smad
pourrait permettre la pérennisation de la fibrose radio-induite entanant cet état de
différenciation cellulaire « immature » via une activation des pre$éRho.

Plus récemment, Plotkin et al suggére que les protéines Rho jotiaraiable dans la
différenciation cellulairevia Podl. En effet, Podl en association avec E2A induit la
différenciation myofibroblastique des cellules progénitrices deaemghyme et I'expression
intranucléaire de podl résulterait de [linhibition de Rho/ROCK, modukinsi la

différenciation cellulaire mésenchymateuse (Plotkin and Mudunuri, 2008).

Surexpression de CTGF et des composants de la matrice extracellulaire

En condition physiologique dans l'intestin sain, I'expression des 2uectprofibrosants,
TGH31 et CTGF, est faible. Par contre, dans les tissus et celloessenchymateuses
pathologiques, CTGF est surexprimé (géne et protéine) et cepemi#Emment de
'expression de TGFL, qui reste faible. Cette expression différentielle tissu saafrisation

avait été décrite, notamment dans la peau (lgarashi et al., 1988jrddpart, 'importance de
'expression de CTGF dans I'entéropathie radiqgue semble étrélémra la sévérité des

Iésions de la fibrose et au dép6t de collagene, contrairement[#ZL T&bzenin-Brotons et al.,
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2003). Cette corrélation a été également décrite dans &sdeimies (Igarashi et al., 1995;
Leask et al., 2001) et la maladie de Crohn (Dammeier et al., 1998).

Par ailleurs, I'expression de CTGF n’est pas uniguement isgaldire, mais il semble que le
taux plasmatique de CTGF, détecté par métode ELISA, soit cartélgéveérité clinique de la
sclérodermie (Sato et al., 2000). De la méme facon, Allenatahstaté que CTGF était en
guantité plus importante dans les lavages bronchiolo-alvéolaires deatgattteints de
fiborose pulmonaire idiopathique par rapport a des sujets sains (Allah, €1999). Plus
récemment, I'excrétion urinaire de CTGF est corrélée &éhérité des néphropathies
diabétiques de type | (Nguyen et al., 2006). Dans les fibroses raditesydaiCTGF pourrait
étre un marqueur d’'une fibrose établie et dont la cinétiquet gerai-&tre un marqueur de
I'évolutivité de la fibrose sans et sous traitement anti-fibrosant.

Enfin, dans les dystrophies musculaires, caractérisées paibuosefextensive, le facteur
pro-fiborosant CTGF est capable de dédifférencier les myoblasteiminuant I'expression de
MyoD et de la desmine, et de réorganiser leur cytosquelettd, Si6F est un inducteur de
la fibrose, mais également un inhibiteur de la myogénésg&oifférenciation des myoblastes
(Vial et al., 2008).

Enfin, Abrahamet al ont récemment montré une susceptibilité génétique a leodeténie.
En effet, le polymorphisme allélique qui substitue le C en G (-945Gjortement associé a
cette pathologie et également a la fibrose pulmonaire, notammarveau de I'activation

transcriptionnelle de CTGF (Fonseca et al., 2007).

Modele d'interaction des sites de polymorphisme situé dansaiie proximale de la séquence
promotrice du géne CTGFla perte de Sp3 en position -945 favoriserait la transcripleolCTGF
d'apres (Fonseca et al., 2007).

Repression by Sp3 in C allele Repression released in G allele
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Pérennisation de la fibrose radio-induite

L’activation pathologique et constitutive des protéines Rho est unecatestéristiques
importantes du phénotype fibrogénique. L'utilisation d’inhibiteurs de la ®Riie/ROCK
permet de moduler et de reverser ce phénotype fibrogénique. Rarrsailla voie de
signalisation dépendante de ces protéines joue un rdle primordialladaggulation de

I'expression du CTGF, en présence ou non deflGF

Réle de Rho et de ses activateurs

Le LPA, composé de microvésicules membranaires de cellules actipimgudttes,
leucocytes...) participe au processus de cicatrisation (GoetAmntP98). Le LPA pourrait
€galement contribuer a la pérennisation de la fibrose via une mxtidais protéines Rho qui

aboutit a la production de CTGF (Heusinger-Ribeiro et al., 2001).

Inter-relation LPA/ Rho d’apres (Goetzl and An, 1998)
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Récemment, Pradere et al ont mis en évidence que le LPA etcapteurs, LPA (1-4) sont
impliqués dans le développement de la fibrose rénale tubulo-intdestiia CTGF et
TGH31. Les souris LPA1-/- ont une fibrose rénale moins marquée quewdd-kype ». De
méme, les souris “témoins” ou “wild type” traitées par un anmege de LPALl (Kil6425)
présentent une régression de la fibrose associée a une diminufiexpdession des facteurs
pro-fibrosants(Pradere et al., 2007). Par ailleurs, les protéines Rho partieipenaintien de
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la fibrose en régulant le niveau basal de CTGF (Hahn et al., 2@&irtger-Ribeiro et al.,
2001). En effet, I'inhibition de ces protéines aboutit a une expressi@ebds CTGF
diminuée alors que la demi-vie de 'ARNm de CTGF est counf@rieure a 2 heures)
(Pereira et al., 2000).

Réle de CTGF

Comment CTGF peut maintenir ce processus de fibrose ? Cedtgagsion constitutive et
pathologigue de CTGF conduit & une sécrétion accrue des composantsnurita
extracellulaire au sein des entéropathies radiques. Ceci eéteaiggalement constaté dans
d’autres modeles de fibroses, cutanée (Frazier et al., 1996)dsei@ie (Shi-wen et al.,
2000). Toutefois, si TEFL est en quantité insuffisante, comment l'induction de CTGF

s'effectue ?

Plusieurs hypothéses peuvent étre émises, en particulle#deet d’'une boucle autocrine de
CTGF:

Dans les tissus de sclérodermie, devant la constatation d'une sssaprde CTGF en
'absence d’expression de TBE Leask et al suggerent que CTGF était responsable du
maintien de cette fibrose, indépendamment de I'expression dIT@E& une boucle
autocrine d’activation de CTGF (Holmes et al., 2003; Holmes.,e2@0D1; Leask, 2004; Shi-
wen et al., 2000). De plus, Riser et al a mis en évidence I'egestdune auto-induction de
CTGF (Riser et al., 2000). Dans notre modele, il existe une expnedifférentielle de CTGF
indépendamment de T@E. Toutefois, CTGF étant un effecteur de TRKFrazier et al.,
1996; Grotendorst et al., 1996; Igarashi et al., 1993), il est surprenanhskater que seul
CTGF soit surexprimé en condition pathologique. Dans notre modele, nous peugons
TGH31 serait responsable de linitiation du processus de fibrose, comaa déja été décrit,
par stimulation de la prolifération des cellules mésenchymate et par production des
éléments de la MEC (Border and Noble, 1994; Frazier et al., 1996z Ilgndt Massague,
1986; Peltonen et al., 1990; Raghow et al., 1987; Roberts et al., 1986). péienaisation
de la fibrose radio-induite dépendrait en grande partie de CTGRuras co-facteurs tels

gue la matrice extracallulaire.
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Maintien de la fibrose radio-induite par une boucle autocrine de CT&Eufarofibrosant.

Transcription
CTGF

@J;— Surexpression

FIBROSE

TGFb responsiv. Géne CTGF de CTGF jY,
element o

®

>

=3

Boucle ﬁ

autocrine o

de CTGF

Réle du micro-environnement

Le CTGF est une matri-protéine qui peut interagir avec de nasdésgrotéines de la matrice
extracellulaire et avec différents récepteurs a la surtatilaire, grace a sa structure
multimodulaire (Leask and Abraham, 2003). Toutefois, jusqu’a présent aacepteur
spécifigue de CTGF n’a été découvert.

En outre, la matrice extracellulaire n’est plus décrite censmutien architectural « passif »
(organisation et compartimentation tissulaire). Elle joue un rélié, amotamment dans la
signalisation cellulairevia une interaction directe MEC — récepteurs cellulaires — csllule
Ainsi, la MEC participe a la morphologie, l'orientation, I'adhésioa, rhigration, la
prolifération cellulaire et également a I'expression de tertgénes. Ceci a été étudié dans
divers processus tels que la morphogénese, la cicatrisationpdeegsion tumorale. Plus
réecemment, Aumailley et al ont décrit I'implication de la ME@ns la fibrosevia son
interaction avec les fibroblastes (Eckes et al., 1999). En EfBtEC trappe des cytokines et
des facteurs de croissance (Taipale and Keski-Oja, 1997) qui peuvefdisuit#rés lors du
remodelage de la MEC, interagir a leur tour avec les fibstdda entrainant leur
différenciation. Ceux-ci vont a leur tour entrainer un excés ddugtion de MEC, altérant
ainsi I'environnement cellulaire (modification de la mécano-transuiuc des forces
intercellulaires...). Puis, enfin, la MEC peut interagir aveccielfules via les intégrines et

moduler les voies de signalisation intracellulaire (Eckes et al., 1999).
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Nos travaux préliminaires visant a étudier le réle de la Mi&gyérent que celle-ci pourrait
étre impliquée dans les signaux cicatriciels contribuant ainsi a la pé&tomide la fibrose.

Différentes données dans la littérature pourraient corroborer indirecterttertygmothese.

- Liaison MEC/ CTGF. En effet, Yoshida et al a reccemment mis en évidence useriai
CTGF/ fibronectine de type | au niveau du module C-terminal, iboiaint ainsi au dépét de
MEC en augmentant I'affinité de la fibronectine a la fibrine (Yoshida and Mtmak@07).

- Liaison CTGF/ récepteurs de surface cellulaire différentes équipes ont constaté que le
CTGF extracellulaire participe a I'adhésion cellulaire edia® a différents récepteurs non
spécifiques tels que les protéines LRP (Segarini et al., 2001), oteemnex protéoglycanes
héparane sulfate (HSPGSs), et plus particulierement auxime&gen particulier les intégrines
aV(33) (Gao and Brigstock, 2004). Par ailleurs, Lester Lau et als@mévidence une liaison
entre d’autres matriprotéines, plus particulierement entre C&Nintégrinea6f1 (Leu et
al., 2003).

- Intégrines/ protéines Rho

Il a été décrit depuis longtemps que les protéines Rho sont eBesrdi la formation des
points d’adhésion focaux et a la formation des fibres de strefis 1BI@2). Plus récemment,
Burridge et al. a montré que les protéines Rho favorisent le regramnd d’intégrines
(clusters)via la formation des fibres de stress/ points d’adhésion focauxetegé une force
contractile responsable de la formation de ces clusters (Chrzanowska-KéoaimicBurridge,
1996). Dans ce modéle, les protéines Rho agiraient en amont des intégrines.

Au contraire, Ren et al évoque une régulation biphasique des protéinesfte I'adhésion
cellulaire avec une inhibition trés précoce de Rho lors de l'itteramtégrines/MEC suivie
d’une activation de RhoA, entrainant la formation des fibres dgssttedes points d’adhésion
focaux (Ren et al., 1999). Ce lien intégrine/Rho pourrait étre médidegarafts lipidiques,
recrutés par les intégrines, qui permettraient de rasseleblerotéines Rho a leurs effecteurs
(del Pozo et al., 2004; Guan, 2004; Palazzo et al., 2004).
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Interaction intégrine/ Rho grace aux rafts lipidiques (Guan, 2004)
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Aumailley et al a en outre suggéré un lien fort entre l'intégmi2B1l et RhoA (Zhang et al.,
2006a; Zhang et al., 2006b). En 'absence de lintégmi2&l, il a été mis en évidence une
dérégulation de RhoA avec une altération des points d'adhésion focauxtraasx
renforcent I'existence d'un lien fonctionnel entre le domaine esditdaire béta des
intégrines et les protéines Rho précédemment décrits. En eféet,aMnis en évidence que la
surexpression de l'intégring3 favorise l'activation de la protéine Rho et la formation des
fibres de stress (Miao et al., 2002). En outre, Danen et al. a élzpea liaison fibronectine

— intégrine a5B1 entraine une activation de RhoA qui d'une part, favorise la migration
cellulaire et d’autre part, participe a la modulation du phénotgtialaire (Danen et al.,
2002). Plus récemment, une interaction entre l'intégiidiet RhoA a été mise en évidence

par Salsmann et al (Salsmann et al., 2005).

- Protéines Rho/ CTGF.L’activation des protéines Rho, intracellulaire par modification du
cytosquelette, ou extracellulaire par le LPA, induit une surexprede CTGF (Chagour and
Goppelt-Struebe, 2006; Hahn et al., 2000; Heusinger-Ribeiro et al., 2001; Ott et al., 2003).

Au sein de la matrice extracellulaire, la fibronectine estcbllagéne semblent étre deux
composants majeurs dans le maintien de la fibrose.
Dans notre modéle d’entéropathie radio-induite, la fibronectinereguantité importante,

sécrétée par les cellules musculaires lisses intestipatbologiques (FICML). De fagon plus
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générale, cette protéine matricielle est impliquée dansriatitution et I'organisation de la
matrice extracellulaire par (i) séquestration matricielle complexe latent du TGE :
LTBP1/TGH1 (Dallas et al., 2005); (ii) régulation de la polymérisation filees de
collagénes de type | et Ill (Sottile and Hocking, 2002; Vellingalet 2002). De plus,
I'adhésion cellulairevia FN/intégrinea5B1 favorise I'expression d-SmA, conduisant a la
formation de fibres de stress et donc a la différenciation mydiiéstique (Thannickal et al.,
2003). Ces fonctions peuvent contribuer a linitiation et a la majoratimra fibrose.
Concernant le maintien de la fibrose radio-induite, la fibronectine gib@tre une protéine
matricielle-clé et participer a une boucle d’activation FNmnine/Rho/CTGF/FN. En effet,
l'intégrine a5B1 favorise I'assemblage de la fibronectine (Wennerberg etl996; Wu,
1997). Puis, la liaison intégrirebB1/ fibronectine va activer RhoA (Danen et al., 2002), qui a
son tour entraine la surexpression de CTGF et enfin, CTGF favbaidieésion des
fibroblastes sur la fibronectine (Chen et al., 2004) en se litmtfibronectine de type | au

niveau de son module C-terminal (Yoshida and Munakata, 2007).

Hypothése d’'une boucle d'activation chroniqgue de CTGF

Polymérisation du
collacéen

Fibronectine

Rho-kinase

Collagéne de type | Fibronectine

CTGF
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Par alilleurs, d’autres intégrines peuvent étre impliquées aveibronectine dans les
processus de fibrose. En effet, l'intégrime/6 permet I'adhésion cellulaire sur la
fibronectine (Busk et al., 1992; Weinacker et al., 1994). Or l'altdfrajénétique ou acquise
de ces intégrines pourrait également participer a la patbsgétes maladies inflammatoires.
En effet, les souris intégrinB6-/- ont une infiltration cutanée massive macrophagique
associée a une accumulation pathologique de lymphocytes activegr alds voies
respiratoires (Huang et al., 1996). Ces intégrines participeraiénitiation des processus de
fibrose radio-induite par l'activation du T@E latent via l'intégrineaV36, en particulier
dans le développement des Iésions aigues pulmonaires (Jenkin260&j.Munger et al.,
1999).

Contraintes mécaniques

L’accumulation excessive de matrice extracellulaire modiifiechitecture et I'organisation
tissulaire, et par conséquent, les contraintes mécaniques exstreéee tissu. Au sein de
I'entéropathie radique, cette accumulation pathologiqgue de matricaceliulaire dans la
sous-mugueuse et musculeuse est responsable d’'une mobilité intestihgtie, conduisant

progressivement a I'obstruction intestinale, puis au syndrome occlusif et segcations...

<4—— Musculeuse —p

Mobilité maximale Mobilité réduite

Tissu sain Entérite chronique

Sur le plan cellulaire, cet exces de MEC va conduire & ursstmésanique, induisant une
modification du cytosquelette puis une surexpression de CTGF (Chacauyr2906; Schild
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and Trueb, 2002ia les intégrines. Ce mécanisme pourrait également contribuer a une boucle

d’activation chronique maintenant le phénotype fibrogénique.

Existe-t-il un lien entre les toxicités aigues et tardives ?

Lien génotype et phénotype ?

La notion de dose/efficacité et de dose/ toxicité est reconnue uRewose totale donnée et
élevée, la probabilité du taux de complications devrait s’avérer identique dupega I'autre
de patients et pourrait étre dépendant des facteurs épigénétioxiegé(tde grade 2-3).
Cependant, certains d’entre eux, pour cette méme dose, auront déestgiies séveres
(grade 4-5) qui seraient peut-étre en rapport avec un termragtigqyée plus fragile (troubles de
la réparation de I’ADN non létaux). Ces lésions aigues poutraie par leur sévérité, étre
responsables de la genése des complications tardives — fibroséndaitie, par activation
chronique des signaux cicatriciels. Nos travaux mettent en éviderceéregulation de la
voie Rho/ROCK au sein du mésenchyme intestinal responsable du malatie fibrose
radio-induite (Haydont et al., 2005) confortant ainsi la participatioriaddsurs épigénétiques
dans le développement et la pérennisation des toxicités tardivesinmddites (plus
particulierement le compartiment mésenchymateux). Toutefasgniblerait qu’il existe un
lien entre les facteurs génétiques et épigénétiques conduisaritbéose radio-induite. De
nombreuses études ont tenté d’établir une relation entre les vag@mbsniques et les
toxicités radio-induites avec des genes candidats (polymorphisomesus ou variants
rarissime). Il est difficile d’émettre une conclusion d’apres nombreuses études en raison

d’absence de consensus (revue (Alsner et al., 2008)).

Facteurs prédictifs ?

Bien que la radiothérapie soit responsable d’'effets secondainéiples (Withers et al.,
1988), il n'est pas actuellement possible d’identifier le risquetaddcité a I'échelle

individuelle, et donc de tenir compte de I'existence d’un phénotype ou un gérpasticulier

lorsqu’un traitement par radiothérapie est initi€ (Buchholz, 1999). Tmstefes nouvelles
approches génomiques cherchent a développer des outils prédictiimdiosansibilité et de
la tolérance des tissus sains et de développer a terme unturgignialogique des effets
tardifs de la radiothérapie (Bentzen, 2006), soit par I'étude ddézs Bingle nucleotide

polymorphisms) visant des genes candidats, connus pour étre implangtinduction des

126



Iésions radio-induites (ATM, TGH, RAD21, SOD2...), ou des génes tout venant «genome-
wide » (Andreassen, 2005; Bahlo et al., 2006; Hirschhorn and Daly, 2005; Wang et al., 2005).
Cette nouvelle approche visant a rechercher des outils prédietiésradiosensibilité et de la
tolérance des tissus sains devrait permettre a termevedpger une signature biologique

des effets tardifs de la radiothérapie (Bentzen, 2006). Par sjllene connaissance plus
approfondie des mécanismes moléculaires responsables de la filadiseanduite, le
développement de nouvelles stratégies anti-fibrosantes et I'apport sigmeture génétique
pourrait modifier les pratiques actuelles des traitementsradiothérapie. En effet, il
deviendrait alors possible de traiter préventivement les tégitardives des patients dits

« radiosensibles » ou de moduler la dose totale et/ou par frantifmme&ion de la tolérance

des tissus sains évaluée par une signature génomique des toxicités tardives.

Stratégies anti-fibrosante

Histologiquement, il existe difféerentes étapes dans le procegsigrose : linitiation, le
maintien (excés de matrice extracellulaire, cellulesh @hase d’atrophie (phase terminale).
Toutefois, la capacité de régénération d’'un tissu est dépendantprésdace et de |'état de
différenciation des cellules qui le constituent. Les processusgdadration tissulaire doivent
effectivement répondre a la réparation de divers types cedlslalres cellules pouvant

répondre a de tels mécanismes doivent pouvoir avoir une capacité de plastidageell

Réversibilité de la fibrose radio-induite : mythe ou réalité (Anscher, 2005)?

Depuis de nombreuses années, la fibrose a été considérée comme ssuprocéversible
(Bayreuther et al., 1988; Rodemann and Bamberg, 1995). L’hypothese alsesrépuse sur
I'entrée tres précoce en phase de différenciation termdesdecellules du mésenchyme en
réponse aux rayonnements ionisants. Cependant, 'ensemble de ces travauréalisé&tésur
des modelem vitro étudiant I'effet des rayonnements ionisants sur des fibroblagsases et
pulmonaires d’origine humaine. Ces fibroblastes acquierent apfegekedoses d’irradiation
un phénotype sécrétoire et entrent prématurément en sénescencmgRoads al., 1991).
Leur modeéle expérimental n'est pas applicable aux conditiongitlentent par radiothérapie
(schéma fractionné, dose totale élevée...). Toutefois, nous pouvons penceiteeatrée en

sénescence des fibroblastes peut se produire lors de la phasaleede la fibrose qui est
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pauci-cellulaire. L’absence de communication intercellulaire pacées de matrice
extracellulaire pourrait conduire a cette sénescence des fibroblastes.

Dans notre modéle de fibrose radio-induite, cette fibrose egtsiigiee quelque soit le type
cellulaire (cellule musculaire lisse, myofibroblastesjje¢lque soit 'organe (intestin gréle,
poumon). Par ailleurs, la présence d’'un remodelage permanentntdriee extracellulaire
(Strup-Perrot et al., 2004) est un argument indirect d’'une possiblsigévele la fibrose par
des agents pharmacologiques.

Méme si peu de travaux ou essais thérapeutiques étudiant Eafficke traitements anti-
fiborosants ont été réalisés jusqu’a présent, Baillet, puis DalagiiaLefaix en sont les
pionniers et ont démontré que la fibrose radio-induite était un procdgsamique et, par
conséquent, réversible, avec un remodelage matriciel permanent (Bailletlé86; Delanian
et al., 1994). Malgré ces résultats prometteurs, l'utilisationad8uper Oxide Dismutase
(d’origine bovine) a été rapidement suspendue en raison du risquiamEmission
d’encéphalopathies spongiforme d’origine bovine. Depuis, les seulentesits anti-
fibrosants ayant fait preuve d’efficacité, toutefois relatiomt $ssus des travaux de Delanian
et al. L'utilisation de la Pentoxifilline en association ave¥i@mine E semble diminuer la
fibrose cutanée radio-induite établie (Delanian et al., 2003; Dalanial., 2005). Cependant,
cette efficacité reste trés contestée dans le monde médicabn reproduite (Gothard et al.,
2005; Gothard et al., 2004).

Molécules utilisée vivocomme stratégies antifibrosantes d’'aprés (Martin et al., 2000)

Inhibition
of matrix Reduction of ~ Growth factor
Molecule, availability Therapeutic use  Beneficial effect on  synthesis inflammation  antagonism

Reference

Colchicine, available  Experimental ~ Fibrosis + Dubrawsky et al. (92)
Interferon-vy, non Grossman ef al. (93)
available Experimental ~ Fibrosis + + Cales (94)
Clinical Fibrosis Peter ef al. (95)
Interferon-e, available Experimental — Fibrosis Moreno et al. (96)
Clinical Hypertrophic scars TGF-B Tredget et al. (97)
Clinical Fibrosis Dufour et al. (98)
Glucocorticoids,
available Experimental ~ Fibrosis + Cutroneo et al. (99)
Essential fatty acids,
non available Experimental  Fibrosis Hopewell e al. (100)
SOD, non available Clinical Fibrosis + Delanian et al. (76)
Clinical Fibrosis Benyaha et al. (101)
Experimental ~ Fibrosis + Lefaix et al. (102)
Pentoxifylline, Clinical Pain Werner-Wasik et al. (103)
available Clinical Pain Futran er al. (110)
Experimental ~ No effects on fibrosis - Lefaix et al. (104)
Vitamin E, available  Clinical Fibrosis Baillet (105)
Pentoxifylline + Clinical Fibrosis + Delanian et al. (106)
vitamin E, available Experimental  Fibrosis + TGF-B Lefaix et al. (104)
Direct TNF-a TNFR-B
antagonists Experimental ~ Fibrosis + receptor Piguet et al. (107)
Antibodies to integrins Experimental ~ Fibrosis + Piguet ef al. (108)
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Quelle cible moléculaire?

Outre le fait de cibler le compartiment mésenchymateus&muble jouer un réle majeur dans
le maintien de la fibrose radio-induite, cibler spécifiguement lae vié signalisation
Rho/ROCK semble étre une stratégie intéressante. En effetyoee de signalisation est non
seulement impliguée dans le maintien du phénotype fibrogénique, etaigparticipe
egalement a d’autres processus cellulaires entretenant Espusade fibrose. L'inhibition de
cette voie aboutit a une diminution de l'inflammation chronique de ladilde Crohn
(Rolfe et al.,, 2005; Segain et al., 2003). De plus, les statines, empé&emerage des
protéines Rho, exercent un effet anti-thrombotique sur les cellolbstreliales irradiées
(Gaugler et al., 2005).

Cibler la voie Rho/ROCK pour protéger les tissus sains et/ ou rélessefets tardifs

GGPP (isoprenylation)
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Segain et al., Gastro,2003 Bourgier et al., 6ut,2005 Gaugler et al., Rad Res, 2005
Rolfe et al., Atheroscl., 2005 Haydont et al., R&0,2005 Rolfe et al., Atheroscl., 2005

Effets tardifs radio-induits
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A quel moment faut-il envisager un traitement anti-fibrosant, et pour queéie tur

En phase de pérennisation, il parait important de débuter un traiteisant les cellules du
mésenchyme lorsqu’elles sont encore nombreuses afin d’obtenir ienumaxd’efficacité.
Delanian et al a récemment montré qu’un traitement par Perllinefy vitamine E est plus
efficace sur les fibroses « jeunes », de constitution réc€etdraitement est d’autant plus
efficace lorsqu'’il est pris longtemps (24 a 48 mois). A l'adétce traitement, il semble
exister pour certains patients un effet rebond de la fibrose (Delanian et al., 2005).

Nos travaux montrent que cibler la voie Rho/ROCK par des agents@t@ogiques, tels
gue la Pravastatine ou les inhibiteurs de Rho-kinase, permet dseréure fibrose jeune et
établie. Cette réversion s’effectue par la modulation du phénotyfmmdéinique des cellules
du meésenchyme. Ceci renforce la théorie de la forte implication compartiment

mésenchymateux dans le maintien de la fibrose radio-induite.

En conclusion, concernant les stratégies anti-fibrosantes a vis#wve, i.e. sur des fibroses
établies, il nous parait essentiel de : (i) cibler le compartnmésenchymateux, (ii) diriger
des thérapies ciblées spécifiguement contre les voies deisagioal qui semblent étre
impliquées dans son maintien (voie Rho/ROCK), (iii) traiter préoece ces fibroses
établies, i.e. « en phase jeune », afin d’obtenir une réponse cliniqualepiiiv) et enfin que
ces stratégies anti-fibrosantes n’interferent en aucurveades traitements anti-tumoraux ou
ne favorisent pas la repopulation tumorale. Toutefois, certainesanseséistent encore en
suspens : (i) durée optimale de traitement, (ii) effet de rebamdw a I'arrét du traitement,
(iif) combinaison de différentes stratégies anti-fibrosantes.

Nous allons prochainement étudier I'efficacité de cette nouséieegie anti-fibrosante sur
des fibroses cutanées et sous-cutanées dans le cadre d'utirdgs@ de phase Il au sein du

département de Radiothérapie a I'Institut Gustave Roussy.
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Etude des mécanismes impliqués dans la différenciation fibrogéniq radio-induite
Et thérapeutiques anti-fibrosantes

Résumeé:

La fibrose radio-induite est une complication fréequente de la radapieéui affecte la
gualité de vie des patients irradiés, longtemps considérée comménersible. La
caractérisation récente des mécanismes impliqués dansdgéiilgse radio-induite nous a
permis de proposer de nouvelles thérapies anti-fibrosantes ciblégmrtant du concept
selon lequel les fibroses pourraient étre réversibles, nous avoes ingdence I'implication
de la voie Rho/ROCK dans le maintien des signaux de différanci@rogénique. De plus,
I'utilisation d’un inhibiteur de Rho, la Pravastatine ex vivo et in \peomet la régression de
fibroses établies dans deux modéles expérimentaux de fibrogeirrddite intestinale et
pulmonaire. Ainsi, I'inhibition de Rho/ROCK est une nouvelle cible thérapsaitanti-
fibrosante intéressante et prometteuse dont I'application cliniqégrearés prochainement
transférée dans le cadre d’'un essai de phase Il

Mots clés:
Fibrose radio-induite, CTGF, protéines Rho, traitements anti-fibrosants

Molecular mechanisms underlying radio-induced fibrogenic diferentiation and fibrosis
targeted therapies.

Abstract:

Intestinal complications after radiotherapy are caused byntanas fibrosis (RIF) that
impaired the quality of life of cancer patient survivors and idemed permanent and
irreversible until recently but recent molecular characteomadf RIF offered new targeted
opportunities for the development of antifibrotic therapies. In thisishgork, we identified
activation of the Rho/ROCK pathway which is involved in the persisteaicfibrogenic
signals. In addition, among the new antifibrotic targeted therapeessked whether specific
inhibition of Rho pathway, by Pravastatin could elicit antifibratiction. Therefore, the
therapeutic relevance of pravastatin as antifibrotic strategpyvalidated using two different
models of intestinal and lung fibrosis. As statins are safe alidolszated compounds, phase
Il clinical trial is envisioned within the next months to reverseéatdished fibrosis after
radiotherapy.

Key words:
Radio-induced fibrosis, CTGF, Rho proteins, anti-fibrotic therapies
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