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| Introduction

A Dommages radio-induits aux tissus sains.

1. Les rayonnements ionisants.

Les rayonnements ionisants sont exploités poumndeneuses applications dans le domaine
industriel, énergétique, militaire ou encore médi€ans ce dernier, les examens diagnostiques
comme la radiographie et la scanographie mais egaie les traitements curatifs, palliatifs ou
symptomatiques des tumeurs cancéreuses par radipihéexploitent les propriétés des
rayonnements ionisants. On distingue deux typesagennements ionisants : - les rayonnements
électriquement chargés, directement ionisants (nragmentsa et 3), émettant leur énergie sous
forme de particules chargées, des noyaux d’héliaor fe rayonnemert et des électrons pour le
rayonnemenf. — les rayonnements non chargés, indirectement iotgsisdont les neutrons et les
rayonnements électromagnétiques (rayonnemgerms X). Exploités dans le domaine médical et
particulierement la radiothérapie, les rayonnemeéfgstromagnétiqueg et X se caractérisent par
I’émission de photons de faible énergie. Ces dayrnmmements ont comme caractéristique d’avoir
une grande capacité de pénétration dans la mati&e.rayonnements X sont générés par la
projection d’électrons sur une plaque métalliqumdsténe, or) et les rayonnemeptsont émis a

partir d’'une source radioactive (ex : CotS§jt

La dose regue par la matiére vivante se mesur&rag (Gy), c'est-a-dire un transfert
d’énergie de 1 joule a un kilogramme de matier@sTschématiquement, les effets cellulaires et
moléculaires des particules ionisantes sont inigiés la formation d’espéces radicalaires et la
création de lésions sur différentes molécules lagtks. Ainsi, l'irradiation des tissus biologiquas
pour conséquence la formation d’espéces radicalhmatement réactives produites principalement
par la radiolyse de I'eau. D’autre part, les patts ionisantes sont capables de créer directement
des lésions aux lipides, glucides, protéines ebgtiaux acides nucléiques. C’est principalement
pour ces propriétés que les rayonnements ionisamts utilisés dans les stratégies curatives des
tumeurs par radiothérapie. Par des effets directsdirects, les rayonnements ionisants peuvent
induire principalement différentes altérations DN (modifications de base, cassures simple-
brin ou double brin). Si elles sont importantese®i les mécanismes de réparation de ces lésions

sont dépassés ou altérés, alors ces dommages Bl KaDt Iétaux et provoquent la mort cellulaire.



Cependant, en fonction de la dose, de la radidsiéitéside chaque type cellulaire ou d’autres
facteurs, les effets des rayonnements ionisantsigeiedrent pas forcément des dommages

irréversibles a '’ADN et dans ce cas une activatiome modification fonctionnelle et/ou
phénotypique des cellules irradiées sont observées.

2. La Radiothérapie.

La radiothérapie est une méthode de traitemerisani les rayonnements ionisants dont
I'objectif est de délivrer a la tumeur une dose imete tout en préservant l'intégrité des tissus
sains adjacents. Plus de la moitié des patierggttde cancer sont traités par radiothérapieeseul
ou en combinaison avec d’autres traitements conanahiturgie et /ou la chimiothérapie. Ainsi, la
radiothérapie est utilisée pour traiter différeyses de cancers comme les leucémies, la maladie de
Hodgkin, les carcinomes épidermoides, les adéniocemes, les carcinomes urothéliaux, les
gliomes et les mélanomes. On distingue principatgrtr@is techniques de radiothérapie. La plus
utilisée est la radiothérapie externe ou trans@dagui est une technique utilisant une source de
rayonnement située en dehors de I'organisme. Tiéste pour traiter les cancers gynécologiques,
la curiethérapie est une technique utilisant desces radioactives (iridiurti?, césium>") placées
dans l'organisme. Enfin, la radiothérapie métahaigonsiste a injecter des radioéléments qui vont
se fixer sur les cellules tumorales (Iddepour le traitement de certains cancers de la ttgjo

Les protocoles de radiothérapie sont définis ppalement en fonction du type de la
tumeur, de sa localisation, de sa taille, de sdansion et de son stade. Il est établi depuis tres
longtemps une relation de proportionnalité entreadiosensibilité et la vitesse de prolifération
cellulaire. Les cellules tumorales ont une capaséérolifération plus importante que les cellules
saines et c’est principalement sur cette différemee sont basés les protocoles de radiothérapie.
Ainsi, la dose totale ne suffit pas pour définirteaitement par irradiation, mais il faut égalemen
prendre en compte la dose par fraction, le nombergattions et le nombre de fractions par jour ou
par semaine. Une radiothérapie classique délivao$e totale par fractions de 2 Gy, une fraction
par jour, 5 jours par semaine et ce fractionnententdose permet d’obtenir un meilleur ratio
efficacité anti-tumorale /tolérance des tissusssain

Les stratégies thérapeutiques par radiothérapieelalgyées jusqu’a aujourd’hui sont
associées a l'apparition d’effets secondaires peEset/ou tardifs sur les tissus sains. L'incideztce
la sévérité des effets secondaires observés dépeded’ organe irradié et de la dose totale regcue
mais également de nombreux autres facteurs comtypdale fractionnement, le volume irradié ou

encore la radiosensibilité individuelle du patiedh clinique, la notion d’équilibre bénéfice/risque



repose sur le compromis entre l'efficacité maximeile contréle tumoral et la minimisation des

dommages aux tissus sains adjacénigure 1).

Radiothérapie

7N

Obijectif : Contrainte :
Guérison Effets Secondaires

e S

Eradiquer ou stériliser la tumeur Protection des tissus sains

A

Equilibre Bénéfice/Risque

Figure 1 : Notion de balance Bénéfice /Risque enra diothérapie

La toxicité radio-induite aux tissus sains est rsmulement un facteur limitant dans
I'escalade de dose pouvant étre délivrée a la tumeais sa sévérité peut affecter la qualité de vie
des survivants du cancer qui sont de plus en piusbreux. La réduction du volume de tissus
normaux présents dans le champ d’irradiation panalevelles techniques de radiothérapie (3D-
CRT, radiothérapie conformationnelle, IMRT : Radirapie a intensité modulée) est une stratégie
visant a limiter les effets secondaires. Cepentiatixicité aux tissus sains reste, aujourd’hui, un
probléme incontournable lié a ce type de traiteni@mtne et al., 2003Ainsi, environ 1.5 million
de personnes sont traitées par radiothérapie cleaquée en Europe et on estime que la plupart des
patients développent des effets aigus et que 5% développent des complications tardives.

Dans ce contexte, la compréhension des mécaniswiésutaires et cellulaires associés aux
dommages radio-induits est indispensable dans eltibj de mettre en place des stratégies
thérapeutiques visant a protéger les tissus saims @mpromettre, et méme améliorer, le controle
tumoral(Bentzen, 2006)

3. Principes généraux des dommages radio-induits adissus sains.

Alors que les effets secondaires des chimiothésagient systémiques, ceux de la
radiothérapie sont plutdt locaux ou loco-régionadistoriquement, les Iésions radio-induites aux
tissus sains ont été classées en dommages aiguaigsis et tardifs selon la cinétique d’apparition

des symptobmes cliniques. Le processus pathologagsge dommages radio-induits commence

10



pendant le protocole d'irradiation mais les Iésiongrphologiques et les symptdomes cliniques
surviennent des jours a des mois, voire des anapess I'irradiation.

Les concepts décrits dans la littérature concerhiaittation, le maintien et la progression
vers la fibrose des tissus apres irradiation omiug& depuis quelques annégixntzen, 2006;
Denham and Hauer-Jensen, 2002hypothese de la cellule cible suggére que l&sté des effets
tissulaires est principalement due a la déplétalhulaire d’'un compartiment cible par mort radio-
induite ayant pour conséquence une déficience ifomutlle de I'organe. Bien que cette hypothese
reste envisageable pour les effets précoces, eltle difficile & appliquer aux effets tardifs.
D’autre part, le concept d’effet conséquentiel spiidéfinit par un lien de causalité entre la sé¥éri
de l'atteinte aigué et le développement des séspi¢dirdives n’a pour l'instant toujours pas été
démontré formellementDorr and Hendry, 2001)Ainsi, il est maintenant admis que la réponse
tissulaire aux rayonnements est la résultante detivation et de I'implication intégrée de
I'ensemble des compartiments qui composent le tiBsutzen, 2006)Bien entendu, la part de la
mort cellulaire précoce et la sévérité des lésmgaés sur un compartiment cible peut affecter la
réponse globale progressive aux rayonnements maistion d’'un continuum d’effets orchestré par
I'ensemble des compartiments et des cascades ghemde cytokines permet d’ouvrir les champs
d’investigation sur diverses approches thérapeesiginsi, le processus cicatriciel radio-induit es
un continuum d'effets ou les séquences d’événementame la mort cellulaire précoce,
I'activation du systeme de coagulation, la répom$mmatoire, I'activation des compartiments
vasculaires et mésenchymateux et les processusralelage matriciel sont autant de phénomenes
imbriqués les uns aux autres et participant atition, la progression et la chronicité des Iésion
radio-induitegFigure 2).

Activation du systéme de coagulation

Réponse inflammatoire
Activation de I’endothélium
Recrutement des cellules drculantes

Dommages al’ADN
Réparation/Mort cellulaire radio induite

minutes heures | jours semaines années

{7 | |
'y

Figure 2 : Représentation de la cinétique des événe mentsimpliqués dans la
réaction tissulaire suite a un stress par rayonnemen tsionisants
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Ce processus cicatriciel complexe fait intervemirrsbmbreuses cytokines, chémokines et facteurs
de croissance conduisant finalement a des lésitmeniues comme les fibroses radiques.
L'avancée des connaissances sur les mécanismesuladlés impliqués dans les Iésions radio-
induites doit permettre de décrypter au mieux agtiooum d’effets et d’aborder de maniere non
restrictive le réle de chaque compartiment dansroeessus.

D’autre part, I'obligation légale récente en Fraxdeedéclarer tout incident ou accident de
radiothérapie et en particulier les surdosages maamqie de tels accidents, bien que rares, sont
possibles. Par exemple, I'accident récent de I'tédl’Epinal ou au moins 23 patients traités par
radiothérapie pour un cancer de la prostate ont wutsurdosage et ont présenté des dommages
séveres au niveau de la portion de rectum présiamiele champ d’irradiation. A ce jour, il n’existe
pas de traitement ciblé consensuel permettanadtertde telles Iésions séveres et une des missions
de I'Institut de Radioprotection et de Sireté Natk (IRSN) est de développer des recherches afin
de proposer des stratégies thérapeutiques vigeaiter les dommages radio-induits aux tissus sains
apres radiothérapie et en cas d’accidents d'irtimiaqu’ils soient de radiothérapie ou autre.

Les travaux du laboratoire de radiopathologie t&ntéaborder les différentes hypothéses et
les réles respectifs des compartiments muqueuxemeygmateux ou encore de la composante
inflammatoire (Bourgier et al., 2005; Francois et al., 2003; kihat al., 2004) Les travaux
présentés dans ce travail de these abordent leludt®mpartiment vasculaire et plus précisément
I'influence des cellules endothéliales dans l'atibn des Iésions vasculaires et tissulaires apres

irradiation.

4. La fibrose radio-induite.

4.1 Généralités.

Les fibroses radio-induites sont des complicatiates irradiations accidentelles ou
thérapeutiques qui se caractérisent par une acatiolde tissu conjonctif a l'origine de
dysfonctionnements de I'organe ou du tissu lésé. filmoses cutanées, pulmonaires, cardiaques,
rénales, vasculaires ou intestinales résultantadiement par radiothérapie constituent un probleme
clinigue important car elles peuvent modifier, endtion de leur sévérité et de I'organe touché,
I’évolution clinique du patient avec au mieux un&mation de sa qualité de vie et, au pire,
I'engagement du pronostic vital. Par exemple, Ibso$es intestinales radio-induites ou entérites
radiques sont des complications tardives de laotiaéiiapie des cancers de la sphére abdomino-
pelvienne. Elles peuvent entrainer la perte detfonnalité de la muqueuse intestinale a l'origine

d’'un syndrome de malabsorption et se caractéripantune fibrose responsable d’'une sténose
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intestinale pouvant conduire a un syndrome d’odoiugt nécessiter une résection chirurgicale
(Andreyev et al., 2005; Andreyev, 2005; Francoisakt 2005) De la méme maniere les
pneumonies et les fibroses pulmonaires radio-iedugont fréequemment observées suite aux
traitements par radiothérapie des cancers de lersghoracique (cancers du sein, du poumon et
maladie de Hodgkin)Tsoutsou and Koukourakis, 2006Ainsi, on estime que 50 a 90 % des
patients ayant subi une irradiation au niveau desnmwns présentent des anomalies des tests
fonctionnels pulmonaire§VicDonald et al., 1995)Les symptomes cliniques sont plus ou moins
séveres comme des dyspnées modérées ou séveregrtdepnées, des cyanoses et des
insuffisances respiratoires. Dans certains cas ilo®sks séveres, ces affections de I'appareil
respiratoire ou de la circulation pulmonaire peuveanduire a des pathologies comme des
hypertrophies-dilatations du ventricule droit oeceurs pulmonaires chroniques » avec, ou sans,
insuffisance cardiaqué&eppenwoolde et al., 2004)

Les mécanismes moléculaires et cellulaires débtade radio-induite sont comparables a un
processus cicatriciel pathologique. lls sont isittans les secondes qui suivent l'irradiation par |
production d’espéces réactives de l'oxygéne. Legé@=ss radicalaires générées vont alors
déclencher de nombreux processus a I'origine detsgirécoces radio-induits. Les phases précoces
de la fibrogénese radio-induite se caractérisemt ypge production rapide de cytokines pro-
inflammatoires et de facteurs de croissance, utigation de I'endothélium vasculaire et un
recrutement de cellules inflammatoires sur le sidié. Ce processus de cicatrisation est régulé
par une balance complexe entre les protéines tpaiatefibrosantes ainsi que les cytokines pro et
anti-inflammatoires. D’autre part, I'activation desllules du mésenchyme comme les fibroblastes
ou les cellules musculaires lisses en myofibrobkske fibrose prend une part déterminante dans
I'accumulation excessive de matrice extracelluléivelanian et al., 1998; Vozenin-Brotons et al.,
2003) Les signaux moléculaires de réparation suite &ttegss par rayonnements ionisants sont
émis de maniere chronique et déséquilibrée favatrita progression de la fibrose. Ainsi, au
contraire d’'une cicatrisation normale, les mécapsissociés au processus de réparation tissulaire
radio-induite se perpétuent des mois a des annges dirradiation conduisant aux fibroses

radiques.
4.2 La fibrose radio-induite est assimilable a unegparation tissulaire pathologique.
Mécanismes généraux de la cicatrisation.

Les phases précoces ou d'initiation des lésionsodiaduites aux tissus sains sont

comparables a un processus cicatriciel. C'est pmingne description succincte des mécanismes de
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réparation tissulaire permettra de mieux compremgreoncept d’assimilation des lésions radio-
induites a une cicatrisation pathologique.

Une lésion tissulaire induit un processus de dgation qui suit une cinétique d’événements
moléculaires et cellulaires bien caractérisés pttamela régénération tissulaire de maniére plus ou
moins parfaite. Ainsi, on considére une régénéamatissulaire parfaite lors d’'une restitution
parfaitement normale de l'architecture et de lacfimm des tissus et une régénération tissulaire
imparfaite lorsque la |ésion initiale est remplapé&e une cicatrice fibreuse. On distingue plusieurs
étapes dans le processus de réparation tissulaiue d’abord, une phase de réaction inflammatoire
stricte qui se caractérise par une congestion laiseuun cedéme et la migration des leucocytes au
site lésé. Ceci va permettre de constituer un dpam inflammatoire suivi d’'une phase de
détersion principalement assurée par I'action dasraphages par phagocytose qui vise a éliminer
les tissus nécrotiques, les germes et I'exsudénmhatoire. Enfin, cette phase de détersion est
suivie par la phase de cicatrisation propremerdg daractérisée par la formation d’'un tissu de

granulation.

La formation du tissu de granulation.

La formation d’un tissu de granulation permetaigrfer un tissu conjonctif transitoire visant
a combler la perte de substance et qui se carseigar une angiogénése active et la difféerenciation
myofibroblastique. Les mécanismes moléculaires iompgks sont complexes et font intervenir a la
fois I'activation des cellules endothéliales, laguction de cytokines pro-inflammatoires et des
facteurs de croissance stimulant la différenciatefiulaire comme le Platelet-Derived Growth
Factor (PDGF), le Fibroblast Growth Factor (FGHeelransforming Growth Fact@t (TGF{1).

La formation d’'un réseau de néo-vaisseaux estiateudans la constitution du tissu de
granulation. Les néo-vaisseaux sont formés a pdetlhourgeons endothéliaux situés en bordure du
granulome inflammatoire en zone non lésée. Ce uégasculaire organisé progressivement permet
I'approvisionnement du tissu de granulation eniménts, hormones et gaz respiratoires. Ce réseau
de capillaires est tres dense dans les phasescpggebdiminue progressivement pour se stabiliser
en fonction de la maturation du tissu de granutatiarallélement au processus angiogénique, la
formation du tissu de granulation conduisant aitatdsation nécessite une différenciation des
fibrocytes/fibroblastes en myofibroblastes ou d#f&iation myofibroblastiquéTomasek et al.,
2002) Ces cellules acquiérent un phénotype contra(di@ression der smooth muscle actine),
proliférant et sécrétoire visant a compenser laepele substance. Le TGH- joue un role

fondamental dans la différenciation myofibroblagqaar il régule au niveau transcriptionnel
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I'expression de ti—sm actinegDesmouliere et al., 1993Par exemple, l'injection sous cutanée de
TGF{1 induit la formation d’'un tissu de granulationhgcen myofibroblastes chez la souris
(Roberts et al., 1986D’autre part, comme nous le verrons plus tardfG~{31 est capable de
stimuler la synthése de matrice extracellulaireneiamment celle de collagenes fibrillaires et
d’influencer de nombreux acteurs moléculaires iqyds dans le remodelage matrigiétrrecchia

et al., 2001) L’évolution de la composition matricielle est ei@hinante également dans le
processus de maturation du tissu de granulatiogs Bchématiquement, lors de la phase de
constitution du tissu de granulation la matrice raoellulaire est riche en fibronectine,
glycosaminoglycanes et collagene de type Ill. Lengosition matricielle évolue progressivement
lors de la cicatrisation avec une diminution deptaduction de fibronectine et une dégradation
progressive du collagéne de type Ill au profit dliagene de type I. Les modifications qualitatives
et quantitatives de la matrice extracellulaire gwiticipalement dues aux propriétés sécrétoires des
myofibroblastes mais la propriété contractile de agllules est également déterminante. En effet, le
phénotype contractile de ces cellules leur coniéme forte capacité de migration et permet
également au tissu néoformé d’acquérir des pr@wiéie contraction participant activement au
processus de cicatrisation. L’étape ultime du msas cicatriciel est enclenchée lorsque la perte de
substance est totalement comblée et se caractisane stabilisation du réseau vasculaire, du
remodelage matriciel ainsi que l'inhibition de laolfération et/ou la mort par apoptose des
myofibroblastes.

Des dysfonctionnements des mécanismes de réparmraire peuvent aboutir a des
processus cicatriciels pathologiques notammentsafideoses qui, en fonction de I'étendue, de la
séverité et de l'organe touché, peuvent étre lsealimportantes atteintes morphologiques et
fonctionnelles. Ces lésions cicatricielles fibrakg se caractérisent par une boucle d'activation
chronique conduisant a l'accumulation de matriceaegllulaire. Cette production excessive de
tissu conjonctif est due principalement a la ptasise de signaux moléculaires impliqués dans la
production de matrice extracellulaire et des dystiomnements des mécanismes d’inhibition de la

différenciation, de la prolifération et de la mdes myofibroblastes.

4.3 Histo-pathologie des Iésions radio-induites.

Les fibroses radiques sont observées dans toasganes irradiés comme la pg@elanian
et al., 2003) les poumongTsoutsou and Koukourakis, 2008¢ coeur(Adams et al., 2003)les
reins(Cohen and Robbins, 2003¢ rectum(Babb, 1996pu encore lintestiitHauer-Jensen, 1990;

Hauer-Jensen et al., 200Res phases précoces des Iésions radio-induitearaetérisent par une
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réaction inflammatoire importante, des atteintesl’éiedothélium vasculaire et des épithéliums.
Ainsi, la radio-sensibilité importante de I'épithéh Iui confere une forte réponse suite au stress
ionisant. Par exemple les lésions précoces inwsnsont caractérisées par des dommages
muqueux extrémement séveres avec parfois des sildege profondsBentzen et al., 2003;
Francois et al., 2005; Hauer-Jensen et al., 2@rmpainant une atteinte fonctionnelle sévere
(Francois et al., 2003)Les phases aigués ou sub-aigués de fibroseeasticaractérisent par une
accumulation matricielle principalement produite r pales fibroblastes différenciés en
myofibroblastes sous I'effet de facteurs de craissgpro-fibrosants comme le TG#- Durant les
phases précoces et trés actives, le tissu irratliéohe en cellules inflammatoires avec la présenc
d'’cedéme diO a l'extravasation des protéines sériguesenant de la perte de perméabilité
vasculaire. Au niveau histologique, les fibrosediganduites tardives se caractérisent par une
accumulation excessive de matrice extracellulatrgoaeticulierement de collagenes fibrillaires.
Cette accumulation pathologique de matrice exthale@le provient des dérégulations des processus
de synthése et de dégradation matriciglgrup-Perrot et al., 2004pu la différenciation
myofibroblastique jouent un rdéle importaivozenin-Brotons et al., 2003les fibroses établies et
tres tardives sont relativement pauci-cellulairpsu vascularisées et tres riches en matrice

extracellulaire.

5. TGF-B- Médiateur moléculaire clef de la fibrose.

Facteur pro-fibrosant le plus étudié, le TGFst un peptide de 25 kDa appartenant a la
super famille TGH3 incluant les activines et les Bone Morphogenidétns (BMP). Il est exprimé
par la plupart des types cellulaires et intervidams la régulation de multiples fonctions cell@air
comme l'apoptose et la prolifération, la différeatmn ou encore la production de matrice
extracellulaire. Le TGH existe sous trois isoformes (T@FL, 2,3) mais le TGBL est considéré
comme lisoforme clef impliquée dans le processesfibrogénese. Ce processus qui S'initie
immédiatement apres le stress initial conduit afoid a une sur-expression des constituants
matriciels mais également a des modifications dexdture de ces constituants. Cette matrice
extracellulaire est principalement produite pardeBules du mésenchyme comme les fibroblastes,
les myofibroblastes et cellules musculaires lisd&®n entendu de multiples cytokines sont
capables d'influencer la production matricielle snégs effets sur la matrice extracellulaire sont
principalement dus a l'action du TGH- Comme nous venons de le voir le T@EEFest capable
d’'induire la différenciation myofibroblastique maggalement de stimuler I'accumulation de

matrice extracellulaire a la fois par une inductides collagenes au niveau transcriptionnel
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(Verrecchia and Mauviel, 20028t par une inhibition des mécanismes de dégradatatricielle
(Eickelberg et al., 1999)Ainsi la synthese des collagénes fibrillairess geotéoglycanes, de la
thrombospondine ou encore de la fibronectine @siugte par le TGHB1. D’autre part le TGHB1

est capable d’inhiber 'activation ou la synthess grotéases qui dégradent la matrice comme les
MMPs ou de stimuler la synthése des inhibiteurceke protéases comme les TIMPs ou PAI-1.
L’ensemble des actions du T@Fvis a vis des acteurs moléculaires impliqués dampsdcessus du

remodelage matriciel fait pencher I'équilibre syegl /dégradation vers une accumulation de
matrice extracellulair@~igure 3).

e @ | |

7 Différentiation myofibroblastique l ™ Dégradation de Matrice extracellulaire

7 Synthése de Matrice extracellulaire

e L+ + -
a-smactine R oo
Collager,les Fibrillaires TIMP  MMPs
Protéoglycanes PAI-1
Fibronectine
_ B
SR—

Synthese

Dégradation

Figure 3 : Réles du TGF- B dansle remodelage matriciel
impliqué dans le processus de fibrogénése

5.1 La voie de Signalisation TGH3/SMAD.

Bien que le TGH1 ait été démontré comme étant capable de modulisiepirs voies de
signalisation comme les voies JUNK, PI3K/AKT, JARKAT, Rho/ROCK ou ERK/p38MAPK
(Derynck and Zhang, 2003; Moustakas and Heldin5%d& voie de transduction par les protéines
SMADs est la plus caractéris@dassague, 2000C’est principalement la voie TGE/SMAD que
nous allons développer car elle est la principalgliguée dans les phénomeénes de fibrogéneése.

Le TGFf1 est sécrété sous forme inactive, latente, parodebreux types cellulaires. Le
TGF{1 inactif est formé de deux peptides de 12,5 kBa fiar des ponts disulfure et peut former
deux complexes latents : un complexe ou le P&Fest associé a une protéine nommée LAP
(Latency Assiociated Peptide), un complexe ou teno TGFB/LAP est elle-méme associée a une

autre protéine appartenant a la famille des LTB&dht TGFB Binding Protein)(Fortunel et al.,
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2000) Plusieurs processus sont capables d’'activer IE-F@prés dissociation du LAP et/ou du
LTBP comme [lacidification, les espéces réactives lbxygene, la plasmine ou encore la
thrombospondine. Aprés activation de sa forme tatete TGFBl se lie a son récepteur
transmembranaire de type Il (TEHRII) possédant une activité kinase. La phosphdoratie
TGHB-RII par la liaison de son ligand va provoquer s@térodimérisation avec le récepteur de
type | (TGHB-RI ou ALK5) et entrainer la phosphorylation dedegnier. Ceci initie une cascade de
signalisation impliquant des facteurs de transiciiptle la famille SMAD(Massague et al., 2005)
Cette voie de signalisation intracellulaire esttié@ par I'activation de R-SMADs (receptor-
regulated Smads ; SMAD1, 2, 3, 5 et 8) qui sonéad@ment phosphorylées par le recepteur au
TGF{ de type | activé. Une co-SMAD (SMAD4) va alors famdes complexes avec les R-
SMADs phosphorylées et ces complexes hétérodimgsigont migrer dans le noyau cellulaire et
se fixer a des séquences (CAGAC) présentes dansrdesoteurs de genes ciblass-actine,
COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A2, COLBAL, TIMP-1, PAl, etc ...) participant ainsi a leur

régulation transcriptionnellg/errecchia et al., 2001), (Massague, 20Figure 4).

Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

Co-Smad

R-Smad : Smad1,2,3,5,8
Co-Smad : Smad4
I-Smad : Smadé6,7

Geénes
cibles

Figure 4 : Représentation simplifiée de la voie de signalisation TGF- B/SMAD

Aprés activation de sa forme latente, le TGF- B se lie au récepteur de type Il (RIl) possédant une
activitt kinase. La phosphorylation de RIl par la li  aison de son ligand va provoquer son
hétérodimérisation avec le récepteur de type | (RI) et entrainer la phosphorylation de ce dernier. Les
R-SMADs phosphorylées par le R-l activé vont s hétérod imériser avec une co-SMAD et ces
complexes hétérodimériques vont migrer dans le noyau cellulaire etactiver la transcription de génes
cibles. Des Smads inhibitrices (I-Smads) sont capabl es d’inhiber la voie de signalisation par
plusieurs mécanismes dont I'inhibition de la phosph orylation des R-Smads.
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D’autre part, des SMADs inibitrices (SMADG6 et 7)ns@apables d’inhiber la voie de signalisation
du TGFg. Enfin la réponse transcriptionnelle finale surgéme cible fait intervenir de nombreux
co-activateurs comme p300, CBP, PCAF, GGN&ng et al., 1998; Itoh et al., 2000; Kahata et al
2004) et des co-répresseurs comme Ski, SnoN ou TQIE, 2004; Pessah et al., 2001; Seo et al.,
2006) (Figure 5). Cette voie de transduction du signal par lesgmes de la famille SMAD a
longtemps été considérée comme une voie spécifiguégulation de I'expression des protéines de
la matrice extracellulaire par le T@¥-Cependant des résultats récents de la littératmeontrent
gue cette voie peut étre activee par d'autres tdastesolubles comme I'angiotensine Il ou
I'endothéline | dans les cellules musculaires Bssesculaires(Rodriguez-Vita et al., 2005;
Rodriguez-Vita et al., 20058t conduire a la surexpression du CTGF. Enfinautie facteur de
croissance, le PDGF a été montré comme étant capkdottiver la voie de transduction SMAD
dans des cellules étoilées hépatiqiesshida et al., 2005)

FKBP12 blocks receptor | phosphorylation. I
H Smad7-Smurf2 sends the activated receptor to a degradative route. ‘
Receptors L———{ BAMBI is a pseudoreceptor that interferes with receptor complex formation. ’ Figure 5 - Pn'ncipaux
I Smad7 competitively inhibits the interaction of RSmads with receptors. ‘ mecanismes et acteurs
p moléculaires impliqués
R-Smads PQH Smurf1 and Smurf2 ubiquitin ligases target RSmads for destruction. ‘ dans la régulation
I——{ Smad6 blocks binding of activated Smad1 to Smad4. l n_égati_ve _de la voie de
Smadd | signalisation Smad
) 1 PIAS-mediated sumoylation of Smad4 can be stimulatory or inhibitory. ’ (D’'aprés Massagué J
Co-Activators I—{ MAPK, CDK phosphorylations inhibit Smad function and nuclear retention. ‘ et al, Genes & Dev,
O 2005)
I TGIF is a co-repressor that competes with p300/CBP co-activators.
DNA-binding Ski and SnoN co-repressors may disrupt the RSmad-Smad4 complex.
Cofactors E» FoxG1 inhibits transcriptional activation by a FoxO-Smad3-Smad4 complex.

. I Tob may sequester BMP-activated Smad1/5/8. ‘
L——{ FoxO factors are barred from the nucleus by Akt-mediated phosphorylation. ’

PNININININININI N

5.2 TGF3 Médiateur moléculaire clef de la fibrose radio-imluite.

Stimulée dans de nombreuses pathologies fibrotisgiesotamment les fibroses radio-
induites, cette cytokine est donc depuis longteogusidérée comme une cible thérapeutique anti-
fibrosante (Martin et al., 200Q) Une surexpresion du TGF-a été décrite dans de nombreux
modeles de fibrose radio-induite chez l'animal migge chez 'homme notamment apres des

irradiations thérapeutiques pour des traitementsaseer du sein, du poumon ou du rectum. Par
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exemple, le taux plasmatique de T@GEF-a été montré comme une bonne mesure prédictive de
|ésions tardives chez des patients irradiés auanivdr thorax. Ainsi, les patients ayant un taux
élevé de TGH1 plasmatique avant la radiothérapie présentenisgue accru de développer des
séquelles tardivefAnscher et al., 1997D’autre part, les entérites radiques intestinadedives
humaines (plusieurs années aprés l'irradiationyaom® pas associées a une modification du taux
tissulaire ’ARNmM du TGH1. Cependant, 'analyse immuno-histochimique moutre expression
accrue de TGIBL dans les vaisseaux ainsi que dans les myofitstasat la matrice extracellulaire
(Vozenin-Brotons et al., 2003)

Parce qu'il est sécrété sous forme d’'un compleaetihlatent, un pool potentiel important
de TGFB1l actif peut étre mobilisé trés rapidement indépemdant d'une induction
transcriptionnelle. Les radiations ionisantes ot éécrites comme un des facteurs exogenes
capables d’'activer trés rapidement le TGt ceci a des faibles doses d'irradiation (0.1 Gy)
(Ehrhart et al., 1997; Ewan et al., 200Bjen que ce processus d’activation globale du -PG#it
été décriin vivo dans un modeéle d’irradiation de glandes mammairasnes depuis plus de 10 ans
par le groupe de Barcellos-HofBarcellos-Hoff et al., 1994)cette méme équipe en a décrypté
récemment le mécanisme. Ainsi, ils ont montré qsedspeces réactives de I'oxygene générees
apres irradiation pouvaient activer exclusiveméabforme TGFf1 et ceci via I'oxydation d’une
méthionine présente en position 253 du LABbling et al., 2006)

De nombreuses études expérimentales d’atteintes-iratlites au niveau pulmonaire,
intestinal ou encore cutané sont associées a degpsessions du TGB1. L'irradiation cutanée
chez le porc est associée a une augmentation xfgdssion des ARNm du TGt dés 6h apres
irradiation. In vitro, l'irradiation d’'une lignée de kératinocytes a rrénque la trans-activation
radio-induite du promoteur du TGF: était en partie AP-1-dépendanféartin et al., 1997)
D’autre part, 6 semaines aprés une irradiationn@etale 30 Gy chez la souris, une augmentation de
I'expression du TGH1 est observée par marquage immuno-histochimigleders et al., 2002)

Au niveau pulmonaire, une forte augmentation dedlfRa été décrite 1 a 14 jours post- irradiation
chez la sourigFinkelstein et al., 1994; Rube et al., 20@0une surexpression de la protéine TGF-
B1 est observée de 6 semaines et jusqu'a 6 mois mg@eéiation chez le rgt\nscher et al., 2006;
Vujaskovic et al., 2001)Dans un modeéle d’irradiation abdominale a 10 Ggzcle rat, une
augmentation des ARNm du TGH- est décrite dans le muscle intestinal 24h apresdiation et
dans l'intestin total & 3 et 7 jou(sinard et al., 2003; Strup-Perrot et al., 2006ugtPerrot et al.,
2005) Dans un modeéle d'irradiation localisée d'une arBmtestin gréle a 21 Gy, une

augmentation du taux d’ARNm du TG#- est observée dés 24h, jusqu'a 2 semaines et méme
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jusqu’a 26 semaines post-irradiatibfivang et al., 2001)Dans ce méme modéle, des expériences
d’hybridation in situ et des marquages immunohistochimiques ont momnteé augmentation de
I'expression des ARNm et de I'immunoréactivité¢ dGH{1 dans I'endothélium\Wang et al.,
1998) L’ensemble de ces résultats montrent que, quekqit 'organe irradié ou le modéle utilisé,
la plupart des dommages radio-induits aux tissussssont associés a une surexpression du
TGF1.

C’est la raison pour laquelle ce facteur de cerise constitue une cible thérapeutique de
choix méme si son rble et les conséquences molézslade son action ne sont pas encore
completement élucidés, et plus particulierement rineau des différents types cellulaires.
L’inhibition du TGF{f1 ou de la voie de transduction du signal TFsemble étre une stratégie
efficace mais son action pléiotropique et multidtionnelle pourrait étre un facteur limitant. Ainsi
la délétion du gene TGE1 chez la souris est létaléulkarni et al., 1993t un blocage complet de
son expression ou de son activité est accompagféetd’ secondaires déléteres. Cependant des
stratégies thérapeutiques chez I'animal ciblait@&{3 ou la voie du TGH dans les lésions radio-
induites ont été réalisées. Par exemple l'injectiame protéine recombinante du TGRAI soluble
a démontré une efficacité thérapeutique dans urelaatiatteinte intestinale radio-induite chez la
souris avec une diminution de la sévérité des mésfibrotiques et une préservation de la surface
muqueuse(Zheng et al., 2000)Récemment, linjection d’'un anticorps neutralisamti-TGFf
permet de limiter efficacement la sévérité des dages aigus et tardifs chez des rats irradiés a
forte dose au niveau pulmonairenscher et al., 2006De maniere intéressante, six semaines apres
une irradiation cutanée a forte dose de 30 a 50I'€yyipe de Roberts a montré que les souris
SMADS -/- sont protégées des dommages radio-indwiex réduction des lésions fibrotiques. Les
lésions histologiques observées chez les souris[33MA sont caractérisées par une augmentation
de la re-épithélialisation et une baisse du nonderenastocytes, de neutrophiles, de macrophages
ou encore de myofibroblastéslanders et al., 2003; Flanders et al., 2002)

D’autres études montrant une efficacité thérapaatichez I'animal et chez ’'homme ont été
décrites comme ayant une action anti-T@RAdirecte". Ainsi, I'activité anti-fibrosanten vivo de
la superoxyde dismutase (SOD) a été montrée dansiddeles expérimentalixefaix et al., 1996;
Vujaskovic et al., 2002et chez I'homme(Delanian et al., 1994)Des études mécanistiques
réalisées par la suite ont permis de démontrerlgugOD était capable de reversarvitro le
phénotype de myofibroblastes de fibrose cutanééo-aduite par une action anti-TGBL
provoquant l'inhibition de I'expression deaFsma et de la chainel du collagene de type |I.

(Vozenin-Brotons et al., 2001)D’autre part, lefficacité thérapeutique de Il'asmtion
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pentoxifylline/vitamine E utilisée parfois en clijie (Delanian et al., 2003; Delanian et al., 2005)
passe par une action anti-T@E-(Lefaix et al., 1999)Le groupe de Vujaskovic a montré que
I'efficacité thérapeutique du facteur de croissak€F dans un modele de fibrose radio-induite
pulmonaire chez le rat était associée a une inbibde I'expression de molécules clefs de la voie
du TGFf comme le TGH1 lui-méme ou encore le TGMRIlI et SMAD3(Chen et al., 2004)La
méme année, l'efficacité anti-fibrosante dans urdéh® d’irradiation localisée a forte dose de la
patte a été décrite chez des souris traitées bfitltanone (Xavier et al., 2004)Cette molécule a
démontré une efficacité thérapeutique, notammenmt gaa capacité a inhiber la synthese des
collagénes, dans des modéles de fibrose cut@riéeaha et al., 2002hépatique(Bruck et al.,
2001)et pulmonairéNagler et al., 1996)Ainsi, dans ce modele de fibrose radio-induitéadeatte,
les auteurs ont montré que I'halofuginone étaitabép de stimuler I'expression d’un répresseur de
la voie TGFB/SMAD, i.e. SMAD7, d’'inhiber I'expression du T@FRII et la phosphorylation de
SMAD2 et SMAD3(Xavier et al., 2004)D’autre part, I'équipe d’Hauer-Jensen qui trdeailepuis
plus de 20 ans sur la toxicité radio-induite iritede en utilisant notamment un modeéle élégant
d’anse irradiée localisée chez le rat a publiéiplus études utilisant des stratégies thérapewgique
anti-fibrosantes. Dans ce modéle expérimentaludine (un inhibiteur de la thrombingjvang et
al., 2004) l'orazipone (un anti-inflammatoire immuno-modelat) (Boerma et al., 2006)le
clopidogrel (un inhibiteur d’adhésion plaquettaif®/ang et al., 2002pu encore l'octreotide
(analogue de la somatostatirig)ang et al., 20019nt tous démontré une efficacité thérapeutique
associée a une diminution de I'expression de PGiRez les animaux irradiés traités comparés aux
irradiés non-traités. Enfin, des inhibiteurs d’emeyde conversion de I'angiotensine ont montré des
efficacités thérapeutiques par leur capacité daere TGFB1 ou sa voie de signalisation dans des
modeles de fibroses radio-induite rénales cheatk®@rown et al., 2000; Oikawa et al., 1997)
L'ensemble de ces résultats démontre le rble cled gpue le TGH31, sa voie de
signalisation et probablement ses effecteurs sudtenmages radio-induits. D’autre part, le role
clef de la voie de signalisation SMAD et plus pardierement SMAD3 dans les lésions radio-
induitesin vivo a été démontré méme si les mécanismes précimrdiias (Flanders, 2004;
Flanders et al., 2003; Flanders et al., 20@Bign entendu, les stratégies thérapeutiques tvisan
spécifiguement le TGRB- restent difficile a mettre en place en clinique fdit de I'action
pleiotropique de ce facteur de croissance. C’egtqumi des stratégies visant a limiter son action
soit en inhibant un des acteurs de la voie de Bggiimn SMAD ou encore un effecteur du TGE-
gui a un role démontré dans les Iésions radio-tedypourraient constituer des pistes intéressantes.

Dans ce contexte, une des questions posées ddrevai de these sur laquelle nous reviendrons
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plus tard sera de savoir si un des effecteurs def,G.e. PAI-1, joue un réle déterminant dans les

dommages radio-induits aux tissus sains.

6. Le CTGF, autre facteur de croissance impliqué des la fibrose radio-induite.

Le CTGF (ou CCN2) est un peptide de 38 kD appanteada famille des CCN_({R61,
CTGF et NDV) (Perbal, 2004) Initialement mis en évidence dans des celluledo#nliales
ombilicales humainegBradham et al., 1991)le CTGF est exprimé par les fibroblastes, les
chondrocytes, les cellules musculaires lisses Vaises et certaines lignées tumoraj&sigstock,
2003) Il est impliqué dans la prolifération, la migtj I'adhésion cellulaire, la production de
matrice extracellulaire et joue un rble importardnsl le développement, la différenciation,
I'angiogéneése et la cicatrisatigioussad and Brigstock, 200(Frazieret al ont monté que cette
cytokine est capable de stimuler la prolifératidhrdblastique et la formation du tissu de
granulation(Frazier et al., 1996 D’autre part, une surexpression du CTGF (ARNmawefrotéine)

a été observée dans les plaques d’athérosclérasear et al., 1997) (Cicha et al., 20@bdans les
|ésions fibrotiques de nhombreux organes commeide ® poumon, le pancréas, le rein, l'intestin et
la peau (Leask and Abraham, 2004) (Perbal, 200A)vitro le CTGF est fortement stimulé par le
TGF-1 (Kucich et al., 2001gt un élément de réponse aux SMAD et une boiteHEE dans le
promoteur du CTGF permettent sa transactivationg@aGF{1. Le mécanisme d’action du CTGF
reste encore trés mal connu. Il est capable deesau Low Density Lipoprotein related receptor
(LRP), a des intégrines et des Heparan Sulfatee®gbtcans (HSPs). Cependant, il n'y a pas de
mécanisme de transduction du signal du CTGF daaé jour dans la littérature. Néanmoins, une
etude a montré que le CTGF agit en synergie avad&GEE1 (Abreu et al., 2002)Ainsi, par son
domaine riche en cystéines, le CTGF est capableedavec une faible affinité le TGBL dans
'espace extracellulaire entrainant ainsi une augai®n de la liaison TGBL1 au recepteur
TGF{ RIl. Par des techniques de « gene reporter »,utsigs ont montré que cette augmentation
de liaison induit une stimulation de la transadiova de génes cibles du TGHR- (Abreu et al.,
2002) Le CTGF est sur-exprimé dans les entérites ranioites humaineé/ozenin-Brotons et al.,
2003) et cette expression se retrouve aux sites d'acktiom du collagéne et des
fibroblastes/myofibroblastes activés. Ces résubatgéerent que le CTGF est un médiateur de la
fiborogénése radio-induite pouvant étre responsdbld’activation cellulaire (transdifférenciation
des myofibroblastes) et de l'accumulation de matrextracellulaire. De plus, les cellules
musculaires lisses et les myofibroblastes subdgthéisolés d'entérite radio-induite surexpriment

23



le CTGF de facon constitutive, ce qui suggere umglication du CTGF dans le maintien de la
différenciation fibrogénique des cellules du mésgnee intestinalBourgier et al., 2005; Haydont
et al., 2005)Des études sont actuellement en cours au lalrergtour déterminer le réle précis du
CTGF dans les lésions radio-induites et savoipgilrrait étre une cible thérapeutique intéressante

B L’endothélium vasculaire.

Les compartiments épithéliaux, mésenchymateux stwhaires contribuent a l'initiation, la
progression et le maintien des dommages radio{siduix tissus sains. Dans ce travail de these,
nous aborderons principalement le réle du comparttnvasculaire. Dés 1968, Rubin et Casarett
proposaient le concept d’'un lien de causalitétstricre les dommages aigus vasculaires et leseffet
tardifs (Rubin and Casarett, 1968%e concept reposait principalement sur le caraaibiquitaire

du compartiment vasculaire et sur des observalimtgpathologiques.

1. Structure des vaisseaux sanguins.

Les vaisseaux sanguins sont constitués de troigues distinctes, I'intima, la média et I'adventice
(Figures6 et 7).

smooth
muscle —— g
cell =

endothélium effﬁféif
tissu fibrocollagéne endothelial

muscle lisse -7 fibrocytes

limit
imitante ¢lastique exteme basement
membrane

tissy fiwocollagéne

limitante élastique
interne

reticular fibres

Figure 7 : Schéma dune artériole : les
artérioles sont de petits vaisseaux sanguins
qui naissent d'une artere pour relier celle-ci
a un capillaire. Bles sont formées dune
sdventice . couche de cellules endothéliales reposant
média sur une lame basale formée principalement
intima de fibres élastiques dont I'élastine. Sous

cette lame basale se trouve une fine couche
de cellules musculaires lisses vasculaires et

Figure 6 : Schéma d'une artere musculaire : La couc  he la plus des fibrocytes. Les fibrocytes ou pericytes
importante de la paroi dune artére musculaire est la média. sont des celules mésenchymateuses
Constituée de muscle lisse, elle s’individualise en  ftre deux quiescentes non différenciées associées
limitantes élastiques interne et externe. (D'aprés  Stevens et Lowe, aux petits vaisseaux sanguins capables de
Histologie Humaine, Traduction Frangaise par Pierre  Validire 2002) se différencier en fibroblastes, cellule

musculaire lisses ou macrophages.
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Selon le type de vaisseau, I'importance de ces taniques varie, pouvant aller de la simple
monocouche de cellules endothéliales (microvaseal@wn) a des vaisseaux trés épais (arteres).
L’intima est constituée d’'une monocouche de cedlidadothéliales directement en contact avec le
sang et d'une lame basale formée de collagénes fbres élastiques. Quelle que soit la taille du
vaisseau, l'intima est toujours constituée d’'unenammuche de cellules endothéliales et pour
certaines artéres élastiques trés épaisses, elle qguntenir des cellules musculaires lisses
vasculaires ou cellules myo-intimales. La médiatiemh exclusivement des cellules musculaires
lisses vasculaires et des constituants matricigfsnee I'élastine ou des collagenes. La média est
tres développée dans les gros vaisseaux commetésesaet pratiquement inexistante dans les
capillaires. L’adventice est la couche externeadpdroi vasculaire et est constitué principalement
de collagenes et de fibroblastes notamment dansiass. Dans I'adventice, on observe également
des nerfs du systéme nerveux autonome permetiamet/ation du muscle lisse de la média.

Tres schématiquement, en aval des grosses artastisjges comme l'aorte, la carotide, la
sous-claviere et l'artére rénale, on trouve leserag musculaires, dont la paroi devient
proportionnellement plus musculaire et dont le ditten diminue progressivement au fur et a
mesure de leurs ramifications dans la profondeur tdsus jusqu’a devenir des artérioles. Aux
artérioles composées d’'une média de 1 a 4 couahe=ltlles musculaires lisses, font suite des
vaisseaux encore plus petits composés d’une monbeode cellules endothéliales ou capillaires.
Par des anastomoses artério-veineuses présentss lalamicrocirculation le sang passe des
capillaires aux veinules, puis aux veines dont iemétre augmente progressivement en se

rapprochant du cceur.

2. L’endothélium vasculaire et ses fonctions.

Les cellules endothéliales tapissent la lumiére \d@sseaux sanguins et sont impliquées
dans la régulation de la plupart des fonctions plygiques vasculairgg-igure 8). La majorité des
cellules endothéliales sont présentes dans la foiocalation et on estime que chaque cellule de
I'organisme est présente a une distance maximuqudkiues micromeétres d’'un capillaire sanguin.
Ce réseau micro-vasculaire extrémement dense pelaggprovisionnement des tissus en
nutriments, hormones et gaz respiratoires maiscpzetégalement a I'élimination des déchets

métaboliques et aux échanges de produits de s#cediire le sang et les fluides interstitiels.
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Hém ostase / Coagulation '
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VEGF VE-Cadhérine
Angopoétine 1 et 2 Occlu_dlnes
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FGE Tonus vasculaire Mol cules d’adhésion
TGF-B ICAM-1/2
PDGF VCAM-1
Monoxyde d'azote(NO) CD31
Prostacycline(PGI2)
Endothélines
Angiotensine I
Thromboxane TXA,
Figure 8 : Fonctions physiologiques de I'endothéliu m
vasculaire et principaux acteurs moléculaires impli qués

La fonction premiere de I'endothélium est cellebderiere et de filtre sélectif entre les tissus
sous jacents et la circulation sanguine et lymphati La perméabilité de I'endothélium est
déterminante dans le maintien de 'homéostasialéise et des modifications de cette perméabilité
vasculaire peuvent entrainer I'extravasation degépres sériques dans les tissus, conduire a un
cedéeme périvasculaire et tissulaire et affecteptetfon de I'organe. Les jonctions entre cellules
endothéliales régulent en grande partie la perrigabiasculaire(Bazzoni and Dejana, 2004)
Parmi elles, les jonctions serrées sont forméesctiidines et de claudines qui sont des protéines
transmembranaires. Les jonctions communicantesall@st formées principalement de connexines
alors que les jonctions adhérentes sont forméagedeadhérine (Vascular Endothelial Cadherin).
L’'organisation de ces jonctions varie bien entesdlon le type de vaisseau mais également en
fonction de I'état physiologique et physiopathotpg du tissu ou de I'organe.

La seconde fonction principale de I'endothéliumleshaintien de ’homéostasie vasculaire.
La cellule endothéliale est en contact direct deesang circulant et représente une surface non
thrombogéne ou thrombo-résistante par la productdm substances anticoagulantes et
antiagrégantes. Ainsi, I'endothélium joue un rédsentiel dans I'hnémostase et régule a la fois les
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phénomenes de coagulation et de fibrinolyse. Neugmndrons plus tard sur une description plus
détaillée de ces mécanismes physiologiques en ahioleréle de PAI-1.

D’autre part, I'endothélium joue un role clef ddagéponse inflammatoire et immunitaire
en régulant le trafic de leucocytes entre le sangsetissus. Pour cela, les cellules endothéliales
sont capables de sécréter des chemo-attractadtexgirimer des molécules d’adhésion (CAMS)
jouant un réle clef dans I'adhésion, le recrutemeinta transmigration des cellules circulantes.
Ainsi, VCAM -1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-Tgpl), ICAM-1 et ICAM-2 (Intercellular
Adhesion Molecule-Type 1 et 2), PECAM-1 (Plateledithelial Cell Adhesion Molecule-Type 1)
et les sélectines (E et P) sont parmi les molécdlaghésion les plus importantes dans le
recrutement des cellules circulantes au site B&utre part, les cellules endothéliales sont elles
mémes capables de sécréter des cytokines proi@hffarhmatoires comme le TNF IFN-y, IL6,

IL8, MCP1 et participer activement au statut inflaatoire du tissu dans lequel elles se trouvent.

Les cellules endothéliales jouent également un aéles le contrdle du tonus vasculaire en
secrétant des molécules agissant sur les cellulesutaires lisses (CML) vasculaires. Ainsi, le role
des cellules endothéliales dans les processusstemastriction et vasodilatation s’effectue par la
production ou le catabolisme de facteurs hémodymaesi locaux. L’endothéline, les
prostaglandines, le thromboxane A2 et I'angiotemsirsont les principaux agents vasoconstricteurs
alors que la prostacycline et le monoxyde d'azdi®?) ont une action vasodilatatrice. Par
exemple, principalement synthétisé par la NO-Sysghendothéliale, le NO° agit en augmentant la
production de GMPc dans les CML vasculaires cadgulenche une action vasodilatatrice. D’autre
part, la prostacycline, formée a partir de I'acatachidonique exerce une fonction vasodilatatrice
en augmentant la concentration d’AMPc dans les Gfsléculaires. Le role de I'endothéline est lui
plus subtil. L’endothéline joue un réle vasocomséur sur les CML vasculaires mais également un
réle vasodilatateur en stimulant la production d®°Net de prostacycline par les cellules
endothéliales. Enfin, également dérivés de l'acatachidonique, les prostaglandines et le
thromboxane A2 exercent une action vasoconstresia les CML vasculairesa des récepteurs
couplés a la phospholipase C.

Enfin, les cellules endothéliales jouent un réletedé@inant dans [I'angiogénése.
L’'angiogénese est un processus biologique compbexactérisé par la formation de nouveaux
capillaires a partir de vaisseaux pré-existants ceti en conditions physiologiques ou
physiopathologiques(Carmeliet, 2003) Le mécanisme angiogénique implique une série
séquentielle et orchestrée d’évenements molécslaireellulaires incluant I'activation des cellules
endothéliales par des facteurs de croissancegladidtion et la synthése de matrice extracellylaire

la migration et la prolifération des cellules erdiiales et des cellules musculaires lisses

27



vasculaires. Il existe de nombreuses moléculesapgiegéniques identifiees et parmi elles, le
Vascular endothelial Growth Factor (VEGF), le FGH&PDGF ou encore I'angiopoiétine-1 ont

été décrites comme jouant un réle fondamental Bapsocessus d’angiogénése .

3. Physiopathologie de I'endothélium vasculaire.

De nombreuses pathologies ou de réactions phybiolpgiques sont associées a des
perturbations de I'endothélium vasculaire. Le pmmaixemple est une Iésion directe provoquée par
une dénudation de I'endothélium. Dans ce cas, t¢acd direct du compartiment sanguin avec un
support matriciel ou cellulaire non thrombo-résistmduit extrémement rapidement une adhésion
et une agrégation des plaquettes au site (Bséldick et al., 1982)Un dysfonctionnement des
cellules endothéliales dans ce processus physiplegbeut bien entendu entrainer des problemes
de cicatrisation liés a des perturbations des nigces d’hémostase, de coagulation et de
fibrinolyse. D’autre part, sans qu’il y ait dénudat endothéliale, des dysfonctionnements dans la
régulation extrémement fine des molécules pro-thatiques et/ou anti-fibrinolytiques sont des
facteurs pathologiques associés notamment auxgnasl de thrombose vasculaiféosenblum,
1997) Des variations de paramétres sanguins peuvefgndgat contribuer a une dysfonction des
cellules endothéliales. Par exemple, dans le cadiahete, des taux élevés de glucose circulant
modifient les propriétés de I'endothélium par diéidts mécanismes comme I'activation de la voie
de la protéine C, des modifications d’expressionigge ou encore par l'induction d’'un stress
oxydatif (Rask-Madsen and King, 200 D’autre part, la cellule endothéliale participgivement a
la dissémination métastatique des cellules canséseen exprimant des récepteurs nécessaires a la

transmigration des cellules tumorales dans lesdiss

Les pathologies vasculaires comme l'athérosclerbsgpertension, I'artériosclérose, les
rétinopathies prolifératives, les ischémies vasmesa sont bien entendu associées a des
modifications physiopathologiques de I'endothéliwasculaire. La dysfonction endothéliale est
associée a des modifications fonctionnelles comme stimulation de la vasoconstriction et une
baisse de la thromborésistar{Eégure 9).

Comme nous l'avons vu, en conditions normalesctdkiles endothéliales jouent un role
fondamental dans le maintien de 'homéostasie YageuEn conditions physiopathologiques suite
a un stress (stress oxydant, dyslipidémie, hypsidan diabéte), la baisse de production ou de
biodisponibilitt du NO° entraine un déséquilibretrenles molécules vasodilatatrices et les

vasoconstrictrices. Parallelement a cette orieriatiasculaire vers la vasoconstriction, la cellule
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endothéliale activée synthétise des molécules dacgustimulant I'adhésion des leucocytes et des
plaquettes et donc la formation de thrombus. Dégptart, la perte d’acteurs anti-mitogenes et la
stimulation d’acteurs pro-mitogénes et pro-migma&®istimulent la prolifération et la migration de

CML vasculaires dans l'intima.
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Figure 9 : Représentation schématique des dysfoncti onnements de I'endothélium
(D’apres Melo LG et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2004).

4. Relation Cellules endothéliales / cellules mudaires lisses dans les dommages

vasculaires.

Le concept d'un dialogue étroit entre les deux @paux types cellulaires constituant les
vaisseaux que sont les cellules endothélialessatdiules musculaires lisses est évoqué depuis de
trés nombreuses années. Bien entendu la proximsdiéu des cellules endothéliales et des cellules
musculaires lisses vasculaires a permis d’émehypdthese que chaque type cellulaire influence
le phénotype et certaines fonctions de l'autremeéégence des approchigsvitro permettant de
cultiver ensemble deux types cellulaires, et d'&udinsi les signaux paracrines, a apporté des
preuves expérimentales aux concepts initiaux.alun peu plus d'une dizaine d’années, des études
expérimentales de co-cultures grace a l'utilisatiinserts poreux ont commenceé a étre publiées
dans la littérature. L’avantage de ces techniquesudture cellulaire comparées aux approches
utilisant les milieux conditionnés est de pouvoiudéer de maniere dynamique et cinétique

l'influence d'un type cellulaire sur l'autre. AinsPeiro et al. ont montré qu’en utilisant une
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approche par milieu conditionné et par un systemecatculture les résultats obtenus sont trés
différents (Peiro et al., 1995)Ces auteurs ont ainsi montré qu’'un milieu coondité de cellules
endothéliales (cellules endothéliales aortiquesnasy avait un effet stimulateur sur la proliféati

de CML vasculaires de rats alors qu’au contrainec@culture, ces mémes cellules endothéliales
inhibent la prolifération des CML vasculaires. lgament avancé concernant ces différences est
gu'en systéme de co-culture les molécules de ddeéeie tres courte ou instables comme le
monoxyde d’azote ou les prostaglandines peuvemtagis qu'en milieu conditionné les effets
paracrines de ces molécules instables sont pdrdugile essentiel des cellules endothéliales dans
le contrdle du tonus vasculaire et leur capacitéséaréter des agents vasoconstricteurs,
vasodilatateurs et mitogenes a également été lamfeabordé. Ainsi, il a été montré que le
monoxyde de carbone (CO), sécrété par les CML Vaises, pouvait réguler la prolifération des
CML vasculairesvia I'inhibition par le CO de I'expression d’'agentsraerines mitogenes
(endothéline-1 et PDGF-B) sécrétés par les celkememthélialesMorita and Kourembanas, 1995)

Les cellules endothéliales sont constamment sosrisévo a des forces de cisaillement
exercées par le flux sanguin. L’adaptation vasoellaux modifications hémodynamiques locales
permet aux vaisseaux d’'ajuster en permanence libre et leur paroi afin de normaliser les
contraintes de cisaillement imposées a I'endoth@li€e contrdle fonctionnel et structural du
vaisseau est assuré par de nombreux meécanismesiaesoet paracrines ou le dialogue cellules
endothéliales / CML vasculaires est déterminanésCdans ce contexte et en utilisant une approche
par co-culture avec un systeme de flux que despéquse sont intéressées au role des CML
vasculaires dans le phénotype des cellules endaitrgInduit par des forces de cisaillement. Ainsi,
en conditions statiques, les CML vasculaires semul'expression génique de ICAM-1, VCAM-1
et E-sélectine des cellules endothéliales. En tiomdi dynamiques, le flux imposé aux cellules
endothéliales inhibe l'induction de I'expressiorsdrolécules d’adhésion endothéliales induite par
les CML vasculaire§Chiu et al., 2003)

Dans des conditions physiopathologiques, l'impwéa des interactions cellules
endothéliales/CML vasculaires a également été t@échinsi il a été montré un réle clef de
I'adhésion des plaquettes aux cellules endothélidigant les phases d'initiation de la formation de
la plaque d’athéroméViassberg et al., 2002Récemment, Tull et al ont montré que les plagsett
pouvaient adhérer aux cellules endothéliales ctivégls en présence de CML vasculaires par un
mécanisme dépendant de l'activation des celluldsthgliales par le TNig-et le TGFB1 (Tull et
al., 2006) La méme eéequipe avait démontré quelques années tptu en utilisant les mémes
approches par co-cultures, que des CML vasculaweghénotype sécrétoire avaient une capacité

accrue a stimuler I'adhésion des leucocytes aumleslendothéliale§Rainger and Nash, 2001)
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L'ensemble de ces exemples démontre parfaitenignpdrtance du dialogue cellules
endothéliales /CML vasculaires dans la fonctiongublpgique globale des vaisseaux et également
son implication en conditions physiopathologiques. des objectifs de ce travail de these sera
d’aborder cette question et plus précisément lirfice des cellules endothéliales sur le phénotype

des CML vasculaires apres irradiation.

C Effets des radiations ionisantes sur les cellulendothéliales.

Les radiations ionisantes ont de multiples effais Kendothélium qui contribuent a
I'initiation et la progression des dommages radiduits aux tissus sains. Parmi ces principaux
effets, on distingue la mort cellulaire radio-ingyila perte de thromborésistance, l'activation
endothéliale et la sécrétion de facteurs soluldesnee des cytokines ou des facteurs de croissance
(Figure 10).

Perte thrombo-résistance

£

Apoptose dépendante des Céramides @ Modification de la biodisponihilité du NO

Phénotype Pro-Coagulant an Phénotype anti-fibrinolytique

Sécrétion de facteurs solubles Activation avec sur-expression
: cytokines, facteurs de croissance des molécules d'adhésion

Recrutement de cellules inflammatoires

Figure 10 : Principaux effets desradiationsionisa  ntes sur I'endothélium vasculaire

1. Apoptose des cellules endothéliales apres irradion.

La mort des cellules endothéliales est une étapk dans la réaction tissulaire apres
irradiation. Les cellules endothéliales sont coéistds comme radiosensibles comparé a d’autres
types cellulaires comme notamment les cellules nudgenateuses. Le rble clef de I'apoptose
endothéliale radio-induite reste encore aujourd’swjet a controverse. En 2001, I'équipe de R.
Kolesnick montra que I'apoptose endothéliale dt@itenement initial et responsable du syndrome
gastro-intestinal aprés une irradiation corps erti@5Gy chez la souri{®aris et al., 2001)Ainsi,

les souris déficientes en sphingomyélinase acilez desquelles I'apoptose endothéliale radio-

31



induite est limitée, sont protégées du syndromdrgaistestinal avec une augmentation de la
fraction de cellules épithéliales souches survieanCes résultats démontraient que la mort de
I'endothélium était I'événement initiateur respdrisade la mort des cellules clonogéniques
épithéliales. Certains auteurs contestent ce coneep’appuient sur le fait que I'apoptose des
cellules épithéliales est observée pour des dosmdfisantes pour générer la mort des cellules
endothéliales. Récemment, par l'utilisation d’ursteyne d’irradiation par Boron-thérapie qui
permet de délivrer une dose d’irradiation trese@pécifiguement au niveau de I'endothélium, une
équipe a montré que lirradiation a forte dose 'dadothélium vasculaire n'a pas d'effet sur la
survie clonogénique des cellules souches intessn&bchuller et al.,, 2006) Clairement,
aujourd’hui il reste difficile de savoir si la moddio-induite endothéliale est I'évenement indiat
des dommages tissulaires. Malgré ces résultatsrathctivires, la participation de I'apoptose

endothéliale dans les effets déléteres tissulapess irradiation fait toujours I'unanimité.

2. Activation de I'endothélium aprés irradiation.

L'activation de I'endothélium vasculaire apres diggion a été largement étudiée ces 15
dernieres années a la farsvivo etin vitro. Cette activation se traduit par une augmentatien
I'expression de protéines d’adhésion qui participsn recrutement des cellules circulantes. Ainsi
des augmentations de I'expression de VCAM-1, ICAMRECAM-1, E- sélectine et P-sélectine ont
été décritesn vitro sur des cellules endothéliales irradiéesugler et al., 2004; Heckmann et al.,
1998; Quarmby et al., 2000; Quarmby et al., 1988ns un modele d’'inflammation intestinale
radio-induite, 'équipe de Panés a montré une aunggtien de I'expression de ICAM-1 et VCAM-1
(Molla et al., 2003)In vivo, I'étude des cinétiques d’expression de ces denlécules d’adhésion
montre que ICAM-1 est sur-exprimée trés rapidenapres irradiation (24h) alors que la sur-
expression de VCAM-1 est plus tardive (de 1 a 2aees). Cette surexpression précoce de
ICAM-1 apres irradiation a également été décritesddes poumons de souris irradiées au niveau du
thorax (Hallahan et al., 1996; Hallahan and Virudachala®97) Le role clef de ces différentes
protéines d’adhésion dans le recrutement des lgte®cans diverses pathologies inflammatoires
aigués et chroniques est bien documenté. Concefimdl@mmation radio-induite, I'utilisation de
souris ICAM-1 -/- montre que ces animaux ont urfemmation pulmonaire et intestinale moins
importante que les souris sauvages démontrantlltatpn de cette protéine dans le recrutement

précoce des leucocytes dans le tissu irrédialhan et al. 1997)
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3. Interactions leucocytes ou plaquettes avec I'enthélium aprés irradiation.

Plusieurs études ont montré des modifications efattions entre les cellules circulantes et
I'endothélium aprés irradiation. Ainsi, lirradiath entraine une augmentation des interactions
plaquettes/endothélium a la farsvitro etin vivo (Gaugler et al., 2004; Mouthon et al., 20038.
réle clef de PECAM-1 a été démontirévitro dans I'adhésion et I'agrégation plaquettaire ss d
cellules endothéliales irradieégsaugler et al., 2004La stimulation radio-induite de I'adhésion des
plaguettes aux cellules endothéliales est inhinéarésence d’un anticorps anti-PECAM-1. D’autre
part, I'équipe de Panés a montiéyvivo par microscopie intravitale, une baisse de l'agimedes
leucocytes a I'endothélium chez des souris ICAM-Icemparées aux souris sauvages 24h aprés
une irradiation a 10 Gy en zone abdomingilla et al., 2003) Ces études démontrent que
'augmentation de I'expression des molécules d’adirvé par les cellules endothéliales aprés
irradiation joue un role déterminant dans le reemént des cellules circulantes et donc dans

I'inflammation radio-induite des tissus.

4. Irradiation et activation du systeme de coagulabn.

L’activation du systéme de coagulation fait pad&s processus physiologiques stimulés
aprés une irradiation. Ainsi, la perte de la thromésistance endothéliale suite & un stress ianisan
résulte de la stimulation de la fibrinogénése etnd’ baisse de la fibrinolyse associées a des
surexpressions de facteur tissulaire TF (Tissug¢oFat/erheij et al., 1995)du facteur de von
Willebrand (VWF) (Jahroudi et al., 1996; Verhelj et al., 19%t) d’'une baisse d’expression de
prostacycline(Rubin et al., 1985kt de thrombomodulinéZhou et al., 1992)Le rble de la
thrombine dans linitiation des Iésions radio-irtdsi a été décrit car elle joue un rdéle déterminant
dans I'activation de la fibrinogénese. De plughi@mbine stimule la prolifération des fibroblastes
dans les phases précoces suite a une irradiatiompaire chez le ratHuang et al., 2001)Les
cellules endothéliales irradiées ont une productiotrue de thrombine associée a une perte de la
thrombomoduling\Wang et al., 2002)De maniére intéressante, outre son rdle pro-daagua
thrombine est capable de stimuler la synthése deamaxtracellulairg Chambers et al., 1998;
Howell et al., 2001)la différenciation myofibroblastiqué3ogatkevich et al., 2001ainsi que la
synthése de CTGFChambers et al., 2000Un traitement par un inhibiteur de la thrombine
(Hirudin) a montré une bonne efficacité dans un @ed/’atteinte radio-induite intestinale chez le
rat (Wang et al., 2004)Cependant le mécanisme d’action de la thrombares des phénomenes

associés aux lésions radio-induites n’est pas erciarrement démontré.
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Depuis plusieurs années, I'équipe de M. Hauer-Jes3ptéresse notamment au systeme
thrombomoduline-proteine C et son réle dans lesrdages radio-induits aux tissus sajhsiuer-
Jensen et al., 2004le systeme TM-protéine C joue un role anticoagutdef et une altération de
ce processus est démontrée dans les dommagesitssuladio-induits. Dans la plupart des
vaisseaux sanguins, la thrombomoduline, qui estglymprotéine transmembranaire localisée a la
surface luminale des cellules endothéliales, foomeomplexe avec la thrombine et ainsi inhibe la
conversion thrombine-dépendante du fibrinogeneilmmé. Ce complexe TM-Thrombine permet
I'activation de la protéine C et au contraire linitexpression des récepteurs a protéinases activés
(PAR). Ainsi, des baisses d'expression de thromlzhriiee sont associées, dans diverses
pathologies, a une orientation de I'endothéliunswer phénotype pro-coagulant di a I'action de la
thrombine qui, non complexée a la thrombomodul®merce une action a la fois pro-coagulante,
pro-inflammatoire et fibro-proliférative. L’équipde M. Hauer-Jensen a montré, a la fois chez des
patients irradiés et dans des modeles d’entérapatidio-induite chez le rat, que lirradiation
provoque une baisse de I'expression de la thrombdatme (Richter et al., 1997; Wang et al.,
2002) Chez I'homme, cette baisse commence des le didbda radiothérapie, et se perpétue
jusqu’a la fin du traitement et méme plusieurs naees le traitement durant les phases de fibrose
chronique(Richter et al., 1998)De la méme maniére, une baisse rapide et persEstieexpression
de thrombomoduline est observée dans un modélédesé intestinale radio-induite chez le rat
associée a une activation chronique de PAR-1 dass dellules musculaires lisses et
particuliéerement dans les vaisseaux pathologigaesctérisés par une sclérose vasculaireng et
al., 2002) Ce travail expérimental chez le rat permet d’'ggpue concept que des événements
précoces au niveau des cellules endothélialesiboatit a l'initiation et a la progression des
dommages vasculaires et tissulaires radio-indlies mécanismes responsables de la baisse
d’expression de la thrombomoduline sont liés aolia fiux effets directs de lirradiation par la
production d'espéces réactives de l'oxygene et ges effets indirects secondaires liés a
inflammation radio-induite. Ainsi, I'Interleukind, le Tumor Necrosisx et le TGFB1 sont
surexprimés apres irradiation et ont été démont@sme inhibant la transcription de la
thrombomodulinéLentz et al., 1991; Nawroth et al., 1986; Ohjakf 1995)
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5. Radiothérapie et pathologies vasculaires.

Les dommages vasculaires induits par une irradigti@rapeutique sont décrits depuis de
nombreuses annééSajardo and Stewart, 1970; Fajardo and Stewam2)LAinsi lirradiation en
région thoracique pour le traitement de différepfses de cancers est associée a l'apparition de
pathologies cardio-vasculaires tres graves comnte pgicardites, des cardiomyopathies, des
insuffisances coronaires et des problémes d’arghrardiagug Adams et al., 2003)L’atteinte
vasculaire est considérée comme la cause majeueerderbidité radio-induite a long terme chez
les survivants de cancers traités par radiothérdpee exemple, une étude récente portant une
population de 1926 enfants ayant survécu a 5 anseamaladie de Hodgkin comparée a une
population témoin de 3846 individus (enfants de e€marents) démontre que ces enfants ont un
risque augmenté d’accident vasculaire cérébral ghiement associé a des pathologies radio-
induites des valves cardiaques ou des artéres aioes(Bowers et al., 2005)Aprés un traitement
radiothérapeutique chez des patients souffrana eealadie de HodgkiBowers et al., 2005; Hull
et al., 2003)de cancers du se{@uzick et al., 1994pu encore de la téte et du cdiorresteijn et
al., 2002) il y a une augmentation de l'incidence des paiijels vasculaires. Par exemple une
étude sur 367 patients traités par radiothérapier ges cancers de la téte et du cou montre une
augmentation significative du risque d’accidentcudaire cérébralDorresteijn et al., 2002 Chez
ces patients, il y a une augmentation globale éef&s du risque relatif d’accident vasculaire
cérébral et, pour un suivi supérieur a 10 ans jpdiation, ce risque relatif est de 10,1 fois.
D’autre part, des études rétrospectives montreet stdnose et une réduction du flux sanguin
associé a un épaississement de lintima de casotidadiées chez des patients traités par
radiothérapie pour des cancers de la téte et di@ouesteijn et al., 2005Une méta-analyse sur
40 essais cliniques randomisés portant sur le mEnéiérapeutique de la radiothérapie dans le
traitement du cancer du sein (soit environ 20 0@eptes) montre une baisse de la mortalité chez
les patientes traitées par radiothérapie. En rdwgrieffet favorable sur la mortalité du cancer du
sein est contrebalancé, en partie, par une augtientdu taux de mortalité annuel liée a des
accidents vasculaires probablement dus a lirramtiaties coronaires, des carotides ou d'autres
artéres principalesEarly Breast Cancer Trialists' Collaborative Grouancet 2000)

Au niveau expérimental, plusieurs études montrem Kjrradiation localisée d’arteres de
lapins hypercholestérolémiques induit une accétérate la formation de plaques d’athérosclérose
(Cottin et al., 2001)D’autre part, les radiations ionisantes accéletanformation des Iésions
aortiques chez des souris soumises a un régimatpéoegene composé de 15 % de lipides et de

1.25 % de cholestérdirribble et al., 1999)Ces lésions athérosclerotiques sont deux foigisnoi
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importantes chez des souris transgéniques surmeaptila superoxyde dismutase (CuZn-SOD)

démontrant le réle clef des espéces réactives alggéne dans l'induction du processus pro-

athérogene des radiations ionisarjtesoble et al., 1999)Cependant, les mécanismes moléculaires
et cellulaires impliqués dans les lésions vasasaradio-induites restent encore tres mal connus.
Récemment I'équipe de Stewart a montré que I'ietain accélere le développement des lésions
d’athérosclérose chez des souris ApoE -/- apresdose unique de 14 Gy. L’analyse des Iésions
montre une forte implication des cellules inflamaias et notamment des macrophages et des
granulocytes et également une composition de ptahaenorragiques riches en dépodts de fibrine
(Stewart et al., 2006)

6. Dommages vasculaires radio-induits.

Les lésions vasculaires radio-induites ont été miées tres rapidement apres la découverte
des rayons X. Le concept selon lequel les dommagssulaires et plus particulierement la
dysfonction ou la perte de I'endothélium contribuarinitiation, la progression et le maintien des
dommages tissulaires radio-induits a été dévelg@yéLaw et d’autres équipes dans les années
1980 (Law, 1981) Ces auteurs défendaient le concept selon legsetldbmmages aux cellules
endothéliales microvasculaires étaient la causelé#sns tardives dans les tissus irradiés. Leurs
arguments principaux étaient les suivants : - Isfahction endothéliale est tres précoce et précede
les changements histologiques observés pour lessatypes cellulaires dans la plupart des tissus
irradiés - le dép6t de fibrine et 'cedéme périvéamiorl précédent la fibrose conjonctive et plus
précisément I'accumulation de collagenes. Clairdnesnlésions vasculaires sont impliquées dans
les Iésions radiques aigués et tardives. L’'apoptmsithéliale, 'augmentation de la perméabilité
vasculaire, I'activation cellulaire et le recrutemhée cellules inflammatoires ainsi que I'activatio
du systeme de coagulation sont autant de phénomguiesontribuent a l'induction et a la
progression des dommages tissulaires radio-induies phénomenes sont observés tres
précocement aprés irradiation mais les Iésionswaises plus tardives comme la fibrose et la
réduction luminale générent également des zonggpdiie tissulaire qui contribuent et amplifient
la cicatrisation pathologique radio-induite.

Au niveau morphologique les lésions vasculaires ddférentes en fonction de la taille des
vaisseaux. La microvascularisation est considéo@ente la plus radio-sensible ou des ruptures et
dilatations capillaires, I'hnypertrophie et le ddtament des cellules endothéliales de la lame hasale
et des thromboses sont obserésjardo, 2005)Concernant les gros vaisseauy, il est tres défic

de distinguer les Iésions vasculaires d’athéross&r« classiques » des lésions vasculaires radio-
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induites. Ainsi, ces dernieres se caracterisentdegr fibroses vasculaires avec des réductions
luminales, des dépbts excessifs de matrice extudaied au niveau de la média et de I'adventice,
des hyperplasies néointimales et des formationghdembus (Fajardo, 2005) Les similarités

histologiques entre les Iésions vasculaires rattioites et les lésions d’athérosclérose laissent

supposer que des mécanismes similaires d’initiatafe progression sont impliqués.

7. Role des dommages vasculaires dans les lésiassuiaires tardives radio-induites.

Le r6le du compartiment vasculaire dans les lésimssilaires radio-induites est complexe.
Par simplicité, nous distinguerons les effets ptésaes effets a long terme de I'atteinte vasaulair
afin de comprendre son implication dans la cinétigie la cicatrisation pathologique tissulaire
radio-induite. Ces effets dépendent principalentdenta radio-sensibilité de I'endothélium et de sa
capacité a s’activer en réponse au stress ionisasteffets précoces sont principalement I'apoptose
radio-induite, I'activation du recrutement des gle$ circulantes et I'activation du systeme de
coagulation par les cellules endothéliales. Lestefftardifs sont I'hypoxie tissulaire liée a
I'ischémie vasculaire et la chronicité du dysfoaotiement de I'endothélium.

Comme nous venons de le voir, la déficience emtbmmoduline observée trés rapidement
apres l'irradiation se perpétue de maniere chrandia fois chez le rat et chez 'lhomfrechter et
al., 1998; Wang et al., 200Q2Ces résultats suggerent que I'endothélium ess den état pro-
coagulant chronique qui peut contribuer a la pems®e a long terme des effets délétéres de
I'irradiation. D’autre part, une étuda vitro montre que l'induction de I'expression de ICAM-1
dans les cellules endothéliales irradiées, assacigee augmentation de la capacité d’adhésion des
neutrophiles, est conservée plus de 10 jours afireadiation suggérant un phénotype pro-
inflammatoire des cellules endothéliales persis@danis le tempsGaugler et al., 1997)Des
résultats obtenus vivo suggeéerent que les dommages vasculaires contritauenfibroses radio-
induites. Ainsi, dans un modéle de fibrose radauite pulmonaire chez le rat, Vujaskowcal.
ont montré une hypoxie importante associée a wrese sévere 6 mois apres l'irradiation. Les
auteurs suggérent que cette hypoxie tissulaireleestonséquence des dommages aux cellules
endothéliales, de I'cedéme interstitiel et des dygfonnements de la vascularisat{dfujaskovic et
al., 2001) Ces zones hypoxiques sont associées a une awimentdu dépodt matriciel de
collagénes, de I'expression de facteurs pro-fibntsséTGF1) et pro-angiogéniques (VEGF). Les
résultats obtenus dans ce modéle de fibrose pulineoradio-induite n’ont pour l'instant pas été
confirmés dans d’autres organes. Cependant, latiédudu réseau microvasculaire a été observée

chez 'lhomme dans de nombreux organes irradiés @larmyocarde, le systéeme nerveux central
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ou la peau(Fajardo, 2005) Dans ce contexte, les sténoses vasculaires reanttaties zones
d’hypoxie tissulaires sont imaginables mais n'oas @té démontrées. L’hypoxie chronique et les
phénomeénes de ré-oxygénation associées sont désmaumme étant favorables a la production
d’espéces réactives de I'oxygéne qui sont-elles esédeélétéres pour les tissiis and Jackson,
2002).

D L’inhibiteur des activateurs du plasminogene deytpe | (PAI-1).

Comme nous l'avons vu, les Iésions radio-induita® sissociées a une surexpression du TGF-
B1l. Cependant, la difficulté de mettre en place sieatégies thérapeutiques visant a inhiber
completement ce facteur de croissance et les coeségs multiples possibles dues a son action
pléiotropique reste un facteur limitant. C’est gpuoi, nous nous sommes intéressés au role d’'une
de ses cibles, I'inhibiteur des activateurs dumpiasgene de type I. Comme nous allons le voir,
PAI-1 joue un réle clef dans 'hnoméostasie vascalgar son action anti-fibrinolytique mais est

egalement un facteur pro-fibrosant par sa capaditéiter la dégradation matricielle.

1. PAI-1 : Généralités.

PAI-1 est une glycoprotéine d’'un poids moléculaiee~50 Kda, appartenant a la famille des
« serine protease inhibitors » ou SERPINs. Alore Al-1 est trés peu exprimé en conditions
physiologiques, sa synthése peut étre stimulée densines conditions pathologiques dans
différents types cellulaires comme les cellules ati@pes, les cellules musculaires lisses, les
adipocytes, les plaquettes, les cellules endothélides cellules tumorales ou encore certaines
cellules inflammatoires activées. La fonction magewle PAI-1 est de s’opposer au systeme
fibrinolytique en inhibant les activateur du plasogéne : « tissue type plasminogen activator » (t-
PA) et « urokinase-type plasminogne activator ) Comme nous allons le voir, par sa capacité
a inhiber la formation de plasmine, PAI-1 joue @lerdéterminant dans 'homéostasie vasculaire en
participant au contrle de la coagulation intrauvésice et du remodelage matriciel. PAI-1 a de
multiples réles et il a été montré comme étant igyd dans I'adhésion et la migration cellulaire
(Czekay and Loskutoff, 2004Jmpligué dans de nombreuses pathologies vasesl@omme la
thrombose, [I'hyperplasie néo-intimale ou [lathéiésmse, PAI-1 participe également a
I'angiogénese, a la progression tumorale, a l&&digsation métastatique, au syndrome métabolique
et aux fibroseqAlessi and Juhan-Vague, 2004; Binder et al., 20&hler and Grant, 2000)
(Figure11).
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Figure 11 : Roles de PAI-1 danslesgrandesfonctio nscellulaires et leurs implications
dans les proce ssus physiologique s et physiopatholog iques

2. Régulation transcriptionnelle de PAI-1.

L’activité de PAI-1 est fortement régulée au nivdeanscriptionnel. La transcription du
gene de PAI-1 est activée par de nombreuses cgwkinhfacteurs de croissance et principalement,
le TNFa, I'lL-1 et le TGF{3. D'autre part, I'insuline et le glucose stimulentdgnthese et la
sécrétion de PAI-1n vitro dans les cellules endothéliales. Le T@Est une cytokine clef capable
de réguler la transcription de PAI-1. Des élémeletséponses aux SMADs sont identifiés dans le
promoteur de PAI-1 en position —280, -580 et —780s@nt démontrés comme essentiels et
suffisants a I'activation transcriptionnelle de PAdépendante du TGE{Dennler et al., 1998)
D’autres éléments de réponse ont été identifiésnomrimpliqués dans la transcription de PAI-1
avec notamment des éléments de réponse a SP1, giRibdorticoide response element), AP1,
p53, NF-kB et HIF(Figure 12). Ainsi Fink et al ont identifié un élément de réape a HIF en
position -194 a -187 nécessaire et suffisant aligtion transcriptionnelle de PAI-1 dans des

cellules tumorales HEPG2 en conditions hypoxiqyesik et al., 2002) D’autre part, un
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polymorphisme correspondant a l'insertion (5G) da délétion (4G) d’'une guanine en position -
675 du promoteur de PAI-1 a été identifié. Le patyphisme 4G/4G chez 'lhomme est associé a
des taux plasmatiques élevés de PAI-1 et ces ahdivdnt un risque accru d’infarctus du myocarde
comparé aux sujets 4G/5G et homozygotes 5G. De emanntéressante ce polymorphisme
correspond a un élément de réponse au facteumadsctiption NFkB (Dawson et al., 1993)n
vitro, les cellules homozygotes 4G ont une réponselLallVia NFKB beaucoup plus importante
gue les cellules homozygotes BGawson et al., 1993Enfin un élément de réponse a p53 avait été
identifié par I'équipe de Kunz en 1998unz et al., 1995¢dont le rdle clef dans I'induction radio-

induite de PAI-1 vient d’étre démontré dans uneégtumorale HEPG2iageman et al., 2005)

Clock - Clock _—

-780 -716 -674 -670 -659 -580 -280 -190 -136 -85 -64 -42

(délétion) 4G/5G (insertion)
-675

Figure 12 : Représentation schématique du promoteur de PAI-1

3. PAI-1 et la fibrinolyse.

L'hémostase et la coagulation.

Suite a une lésion tissulaire, une cascade d'éveémsrae déclenche pour stopper la perte du
sang en obturant les vaisseaux sanguins lésés. rearssus complémentaires sont impliqués :
tout d’abord I'némostase qui correspond a une ractapide pour obturer le vaisseau et la
coagulation, phénomene plus lent mais plus régdénettant de boucher complétement la lésion

et de solidifier le caillot formé-igure 13).
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Figure 13 : Mécanisme d'activation du systtme de co  agulation
aboutissant a la formation de fibrine
(D’apres Kohler HP et Gant PF, N Engl J Med, 2000)

La premiere réaction suite a la rupture d'un vaisssst sa vasoconstriction. Ainsi, selon la nature
du vaisseau et la pression sanguine, les paroi@idgeau peuvent se coller et limiter ou arréter le
saignement. Le phénomene d’agrégation plaquetjaire le réle principal dans le processus
d’hémostase. Les plaquettes, au contact de lageartracellulaire sous jacente de I'endothélium
ou du tissu conjonctif, s'agglutinent contre laidds Puis, d'autres plaquettes adhérent aux
précédentes permettant I'obturation compléte delékon. Cette agrégation plaquettaire ou
thrombus blanc stimule la sécrétion de plusieutsstaunces par les thrombocytes et les cellules
vasculaires comme de I'ADP, de la sérotonine, pfénurseur du thromboxane A2, du fibrinogéne
et du facteur V. Cette cascade de réactions akidiformation d’'un clou plaquettaire permettant
de combler la lésion de la paroi vasculaire. Paethent a I'hémostase, la coagulation ou
hémostase secondaire va permettre la consoliddtioclou plaquettaire en mettant en place des
cascades d'activation qui vont aboutir a la foramat'un caillot de sang. On distingue deux voies :
- une intrinseque, endogene, impliquant exclusivent®es substances d'origine sanguine et qui
nécessite le contact du sang avec une substaremgéte - une extrinseque, exogéne, faisant
intervenir des facteurs tissulaires. Ces deux valssutissent a la formation de thrombine qui va
permettre de transformer du fibrinogene plasmatgpleble en fibrine insoluble. La polymérisation
de la fibrine va permettre la constitution d’'unetrica ou sont piégés les plaquettes et les globules
rouges (thrombus rouge) et permettre I'arrét déiffidu saignement. Aprés la cicatrisation, le cill

est dissout par le mécanisme de fibrinol{iSgure 14).
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Phase de Vasoconstriction Phase d’adhésion et d’agrégation plaquettaire

[ |
3

Phase de coagulation Thrombine

Fibrinogéne \'
Fib!ne

Systéme intrinséque T Systéme extrinsé que

Phase de Rétractation du caillot Phase de Lyse du caillot : Fibrinolyse

Figure 14 : Représentation du processus de coagulat ion et de fibrinolyse suite a une
Iésion vasculaire.

La fibrinolyse.

La fonction majeure de PAI-1 est de s’opposer éilation du plasminogene et au systéeme
fibrinolytique. Comme nous l'avons vu, la fibrinesue de la transformation du fibrinogene sous
I'action de la thrombine, est un constituant majéurthrombus et elle est considérée comme un
composant majeur des lésions vasculaires. Ainstaibot de fibrine est une matrice propice a
I'adhésion des plaquettes et des cellules inflaroirest. L’accumulation de fibrine au niveau de
I'endothélium est régulée par une balance fineeests mécanismes de synthése (thrombine

dépendants) et ceux de sa dégradation (plasminendapts). Enzyme responsable de la
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dégradation de la fibrine, la plasmine est synsiéétipar le foie sous la forme d’un précurseur
inactif, le plasminogene, qui est activé par legvateurs du plasminogene : t-PA et u-PA.d2-
antiplasmine s’oppose a l'action de la plasmineigsthr des inhibiteurs des activateurs du
plasminogene. Ainsi, PAI-1 par son role inhibiteleru-PA et t-PA limite la formation de plasmine
et donc la dégradation de la fibrifBigure 15). Bien gu'’il existe d’autes protéines capables
d’inhiber uPA et tPA (PAI-2, neuroserpin), PAI-1t esnsidéré comme le plus rapide et spécifique
inhibiteur des deux activateurs du plasminogéne spu@ tPA et uPA au niveau vasculaire et
tissulaire. PAI-1 est ainsi capable de se lierA ¢ uPA formant un complexe stcechiométrique
stable de rapport 1:1 qui est alors éliminéaderculation sanguine par le foie. La forme actiee
PAI-1 est instable avec une demie-vie d’envirom80utes qui est tres fortement augmentée par sa

liaison a la vitronectine.

Plasminogéne

> tPA, UPA == | PAI-1

Thrombine
Plasmin@= o,-antiplasmine
+ +
Fibrinegene ——» f—» FDP's FDP'S : produits de dégradation de la fibrine

Figure 15 : Role de PAI-1 dansle processus de fibr inolyse

4. PAI-1 et les metalloproteinases matricielles.

La protéolyse matricielle est réalisée principaletrgar les métalloprotéinases matricielles
(MMPs) qui sont des enzymes capables de dégradplufmart des composants de la matrice
extracellulaire (Newby, 2005) Cette famille d’enzyme est constituée des collagés, des
gélatinases, des stromélysines et des élastasgaupat des MMPs sont sécrétées sous forme de
pro-enzymes inactives (ou pro-MMP) mais il existelément des formes membranaires appelées
membrane-type MMP (MT-MMP). Plusieurs mécanismedémdaires sont impliqués dans la
régulation de I'activité des MMPs. Tout d’abordr jaction d’inhibiteurs endogénes comme les
TIMPs (tissue inhibitor of metalloproteases), cdpalile se lier au site catalytique des MMPs et
d’empécher ainsi I'accessibilité a leur substréautre mécanisme clef impliqué dans la modulation

de l'activité des MMPs est dépendant de I'actioriadglasmine. Les MMPs sécrétées sous la forme
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d’'un zymogene latent sont activées par une praséotpnduisant a la libération d’'un pro-domaine
et permettant I'accessibilité au site actif. Laspténe est capable d’activer la plupart des MMPs
(MMP1, 3, 7, 9, 12) et ainsi PAI-1 est un inhibiteéndirect de la dégradation matricielle par sa
capacité a limiter I'activation plasmine-dépendadiess MMPs(Figure 16). D’autre part, la
plasmine a également une action protéolytique prepr différentes protéines matricielles comme
la fibronectine, la laminine ou le collagene IVest également capable d’inhiber les TIMPs. En
résumé, PAI-1 en limitant la formation de plasmijseie un réle pivot entre le systéme

fibrinolytique et le systéme des metalloprotéinases

Plasminogéne

,tPA, UPA == PAI-1

Plasmine

) \
Dégradation de la

/+' matrice extracellulaire

ProMMP ——» MMP

Figure 16 : Role de PAI-1 dansle processus de remo  delage matriciel
via I'activation des MMPs dépendante de la plasmine

5. PAI-1 et les pathologies vasculaires.

Un taux plasmatique élevé de PAI-1 chez 'hommepesitivement corrélé au risque de
développement de maladies cardio-vasculaires corfanesclérose vasculaire, la resténose,
I'infarctus du myocarde et I'athérosclérgdséamsten et al., 1987; Juhan-Vague et al., 1996jd€o
and Grant, 2000)D’autre part, il a été montré une associatiomeetinfarctus du myocarde et une
augmentation du taux plasmatique de PAI-1. Ainge augmentation importante du taux de PAI-1
24h apres I'admission est observée chez les patgntdécedent comparés a ceux qui survivent
(Collet et al., 2003)De plus, des augmentations localisées de PAIRS ts plagues d’athéromes
ont été décrites chez 'homni€homiki et al., 1994; Schneiderman et al., 198iRAsi que dans la
paroi artérielle de patients diabétiquesindolfi et al., 2001; Sobel et al., 1998)

Associé au risque de développer des pathologielsovaisculaires, le syndrome métabolique
est un ensemble de dysfonctions métaboliques paEshast au développement et a la progression de
I'athérosclérose. L'obésité viscérale, la résistgr@riphérique a l'insuline, I’hyperinsulinémies le
dyslipidémies (augmentation des VLDL et baisselBt) sont les principales caractéristiques du

syndrome meétabolique et les patients souffrant elesymdrome ont un risque de développer
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ultérieurement un diabéte de type (Despres and Lemieux, 2006)e lien entre PAI-1 et le
syndrome métabolique est établi avec une corrélatidre la sévérité du syndrome métabolique et
des taux plasmatiques élevés de PARIssi and Juhan-Vague, 2006; Juhan-Vague andsihles
1997; Juhan-Vague et al., 1991)

De part son action anti-fibrinolytique détermingnie role de PAI-1 dans le phénoméne
thrombotique a clairement été identifié. Une premiétude avait montré que des taux élevés de
PAI-1 contribuent au développement de thrombos@seuses en proportion avec le nombre de
copies du gene de PAI-1 chez la soufsickson et al., 1990)Depuis, de nombreuses études
expérimentales ont confirmé que PAI-1 favorise Heoinbose vasculairéitzman et al., 2000;
Konstantinides et al., 2001Récemment, Brogeet al, ont montré que les plaquettes synthétisent
des quantités importantes de PAI-1 a¢Bfogren et al., 2004)Ce pool plaguettaire de PAI-1
pourrait contribuer a la stabilisation du caill@nguin. D’autre part, I'utilisation de souris chez
lesquelles le gene de PAI-1 a été invalidé (KnotlRal-1 ou PAI-1 -/-)(Carmeliet et al., 1993
permis des avancées importantes dans la compréhedsi réle de cette protéine dans de
nombreuses pathologies et mécanismes physiologefuplkysiopathologiques dont la thrombose.
Ainsi, la thrombose induite par une injection deld@ire de fer(Farrehi et al., 1998pu apres
injection d’endotoxinéCarmeliet et al., 1993st réduite chez les souris PAI-1 -/- comparéeas au
souris sauvages. D’autre part, il a été montrédgsesouris transgéniques surexprimant de maniere
stable le gene humain de PAI-1 sous le contrélepaumoteur murin de la preendothéline-1
développent spontanément des thromboses artémeltesaires conduisant a I'occlusion vasculaire
(Eren et al., 2002)De plus, des résultats intéressants ont étégaugliace au croisement de souris
ApoE -/- qui développent spontanément de I'athdéosse avec des souris PAI-1 -/-. Suite a une
injection de Chlorure de fer, les souris ApoE-/-RAF présentent un phénotype pro-thrombotique
et des lésions d’hyperplasie néointimale moins E&svque les souris ApoE-/-PAl-1H%$chafer et
al., 2003; Zhu et al., 2001Cependant, les études publiées sur le réle delRddns les Iésions
d’hyperplasie néointimale et I'athérosclérose smnitradictoires. Par exemple, par l'utilisation de
souris ApoE -/- ou LDLr -/- croisées avec des souAl-1 -/- ou des souris transgéniques
surexprimant PAI-1, Sjoland et al ont montré quetesa un régime athérogéne, la progression des
|ésions athérosclerotiques chez les souris présiEgsoétait indépendante du statut génétique de
PAI-1 (Sjoland et al., 2000)D’autre part, 'équipe de Carmeliet a montré tgee souris ApoE-/-
PAI-1-/- présentaient des plaques plus importanies les souris ApoE-/-PAI-1-/+ et ApoE-/-
PAI-1+/+ suggérant un role athéroprotecteur de PALa méme équipe avait déja démontré par
transfert de géne (adénovirus PAI-1) que, suiteeilésion vasculaire électrique ou mécanique, la

déficience en PAI-1 accélere la cicatrisation vispe associée a des lésions néointimales avec
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notamment une augmentation de la migration des (Hculaires/Carmeliet et al., 1997)Le

transfert de gene limite la migration des CML vdaitas et en conséquence la formation des
lésions neointimales et la sténose luminale. L'eride des résultats contradictoires de la littémtur
démontre le réle complexe que joue PAI-1 en fomctio modéle, du stress initial et de son réle

anti-fibrinolytique ou dans la migration cellulaire

6. PAI-1 et la fibrose.

Comme mentionné précédemment, du fait de I'ingra¢ évidente de cette protéine dans
ces pathologies vasculaires, un modéle de soursLRA a été généré en 1993 par P. Carmeliet
(Carmeliet et al., 1993)Ces souris ont également été largement utiliggms |'étude des
pathologies fibrotiques. Ainsi, les souris knockpatir PAI-1 sont protégées contre I'apparition de
certaines fibroses pulmonaires, rénales ou vaseslaaprés différents stress (chimiques ou
mécaniques). Les souris PAI-1 -/- sont protégéda fibrose pulmonaire induite par la bléomycine
(Eitzman et al., 1996; Hattori et al., 20@prs que les souris sur-exprimant PAI-1 développee
fibrose plus importante que les souris sauvé@gesman et al., 1996 Récemment, dans un modele
de stéatose hépatique induite par l'alcool, lesrisoBAI-1 -/- développent une stéatose moins
sévere que les souris sauvages avec moins de egcmsins d’inflammation et moins
d’accumulation de dépét lipidigu@ergheim et al., 2006) D’autre part, la fibrose cardiaque est
atténuée chez les souris PAI-1 -/- dans un modatéethte du myocarde aprés ligature de l'artére
coronaire gauchgrakeshita et al., 2004De la méme maniere, les souris déficientes enrlPgdnt
protégées de I'hypertension et de la fibrose vas®uldans un modeéle d’inhibition chronique de
production de NO par ingestion dans I'eau de baoisson inhibiteur de NO-Synthase, Ne*-nitro
L-arginine methyl ester (L-NAME)Kaikita et al., 2001) De maniére intéressante, le NO° est
capable de réguler la signalisation de TgGHans les cellules endothéliales. Ainsi, les aodies
souris eNOS -/- présentent des taux de base augmedatTGH31 et de collagéne | associés a une
augmentation de la phosphorylation des SMADs et I'detivité transcriptionelle SMAD-
dépendante dans les cellules endothélidgesira et al., 2005)

Dans des pathologies rénales et notamment lessé@broénales, le role de PAI-1 est
largement documentéddy and Fogo, 2006Alors que PAI-1 n’est virtuellement pas exprimé o
tres peu par un rein normal, de nombreuses patiesldgumaines rénales sont associées a des
surexpressions rénales de PAI-1 comme les néplmiepatiabétique&aueksakon et al., 200[@&s
glomerulonéphrite$Hamano et al., 2002)es scléroses glomérulaires ou artérieliésmamoto et

al., 1996) ou encore les micro-angiopathies thrombotiqu&s et al., 1996) Au niveau

46



expérimental, les différents modeles animaux peanetle modéliser ces pathologies sont associés
a des surexpressions rénales de PAI-1. De pludisition des souris PAI-1 -/- dans ces modeles
expérimentaux montre que la déficience en PAI-ltgg® contre différentes lésions fibrotiques
rénales comme la fibrose tubulo- interstitielle égpobstruction urétéralg@da et al., 2001pu
encore de la glomérulosclérose au cours d’'une gidowéphrite anti-Thy-1Huang et al., 2003)
Seule une étude a montré une sévérité plus imgertwEs Iésions fibrotiques chez les souris PAI-1
-/- comparées aux souris sauvages dans un modédgonerulonéphrite anti-membrane basale
glomérulaire(Hertig et al., 2003)Enfin, de maniére intéressante, les effets ngpbtecteurs des
anti-hypertenseurs utilisés en clinique dans lietreent de nombreuses néphropathies comme les
inhibiteurs de I'enzyme de conversion de l'angisiea Il ou les antagonistes des récepteurs a
I'angiotensine 1l ont été montrés comme étant ckgsatl’inhiber PAI-1 a la fois chez 'lhomme
(Pahor et al., 2002¢t dans des modeles expérimentéuba et al., 2005; Oikawa et al., 1997)
Enfin, [linhibition de [I'expression de PAI-1 fait aptie des nombreux effets «non
hypolipidémiants » des statingsourcier and Libby, 2000; Sakabe et al., 2004)

7. PAI-1 et la progression tumorale.

Le role de PAI-1 dans la progression tumorale aaetivement étudié durant ces dix
dernieres années. En effet, plusieurs études gbsignontrent que I'expression de PAI-1 est un
facteur de mauvais pronostic dans différents tgfmsancer comme les cancers du $€imndahl-
Hansen et al., 19930du poumonPappot et al., 2006de I'oesophagé&sakakibara et al., 2004de
I'ovaire (Chambers et al., 1998¢e la téte et du co(Chin et al., 2005pu encore les cancers
gastriguegHeiss et al., 1995D’autre part, des études expérimentales montpeatPAIl-1 joue un
réle déterminant dans la progression tumoialdvo chez la souris. L'implantation d’'une lignée de
kératinocytes malins (PVDA) chez des souris défiigie en PAI-1 a montré une tres forte réduction
de l'invasion et de I'angiogénése tumorales comparéa greffe effectuée sur des souris sauvages
(Bajou et al., 1998)D’autre part, l'injection d'un adénovirus exprimiaPAl-1 chez les souris
PAI-1 -/- permet de restaurer l'invasion et I'arggmése tumorales. Une autre étude similaire a
permis de confirmer ces résultats avec une inbibitbtale de progression tumorale chez les souris
PAI-1 -/- greffées avec un fibrosarcome murin (TR4Gutierrez et al.,, 2000)Cependant, des
résultats contradictoires montrent que la déficeaa la surexpression de PAI-1 chez des souris
transgéniques ne modifie pas la croissance tumoralginvasion métastatique pulmonaire aprés
inoculation d’'un mélanome murin B1Bitzman et al., 1996Enfin, il a été montré que des cellules

tumorales de prostate sur-exprimant PAI-1 ont uapacité meétastatique réduite ainsi qu’'une
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réduction de la croissance tumorale et de I'angiégé tumorale associ€goff et al., 1995)
L’ensemble des données contradictoires de laditiée démontre le réle complexe que joue PAI-1
dans la progression tumorale et met en lumiéerepbirrance du taux d’expression de PAI-1 a la fois
par les cellules de I'h6te mais également par kEhiles tumorales. D’autre part, les relations
etroites entre I'action de PAI-1 sur uPA et leudcanmismes d’action dans la migration, I'invasion
et la dissémination métastatique restent encordadr@r. Enfin, c’est vraisemblablement par son
réle pro et anti angiogénique dose dépendanty et al., 2002¢t par les grandes différences de
modeéles tumoraux utilisés que I'on peut expligues fésultats contradictoires de la littérature.
Cependant, bien que les mécanismes moléculairessgiés a l'implication de PAI-1 dans la
progression tumorale restent encore a élucideddesées expérimentales et les résultats cliniques
suggerent fortement que cette protéine pourrait @e cible potentielle de stratégie thérapeutique

anti-cancéreuse.

8. PAI-1 et les rayonnements ionisants.

Le role de PAI-1 dans les dommages tissulairesofadiuits a été trés peu étudié.
Cependant, sans le démontrer, quelques résultgteant un réle clef de cette protéine dans les
atteintes radio-induites. Aindn vivo, dans un modele de néphropathie radio-induite &y2hez
le rat, une augmentation du taux d’ARNm de PAl&é@décriteéBrown et al., 2000; Oikawa et al.,
1997) Dans ce méme modéele, un traitement par des tehilsi de I'enzyme de conversion de
I'angiotensine ou par des antagonistes du récept€angiotensine Il a montré un bénéfice sur les
dommages radio-induits concomitant a une atténuad® I'expression de PAI-1Brown et al.,
2000; Oikawa et al., 199.7D’autre part, apres une irradiation abdominald @&y chez le rat, une
augmentation de I'expression de PAI-1 au nivealintestin (Strup-Perrot et al., 200€t du célon
(Strup-Perrot et al., 2006gst observée 3 jours apres irradiation. Enfin, i&td montré une
augmentation de I'expression de PAI-1 par une agpr@lobale par cDNA array sur des tissus de
patients souffrant d’entérite radiq(léozenin-Brotons et al., 2004)

In vitro, lirradiation de cellules mésangiales de ratsraine une augmentation dose-
dépendante (de 0,5 a 20 Gy) du taux d’ARNm de PAdtko et al., 1999)D’autre part, I'équipe
de Robbins a démontié vitro que l'irradiation d’'une lignée de cellules épithtds rénales de rat
(NRK52E) stimule I'expression de PAI-1 proportiolement a l'augmentation de production
d’especes réactives de I'oxygene (ROS) et que seitexpression est inhibée en présence d'un

anti-radicalaire comme le N-acetylcystéine (NA@hao et al., 2000; Zhao et al., 200Djautre
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part, la surexpression de la catalase par uneégieatadénovirale suppriman vitro, la
surexpression radio-induite de PAI-1 dans les E"dINRK52E(Zhao et al., 2001)

Enfin récemment le mécanisme de surexpression did RAres irradiation a été étudié dans
une lignée tumorale. Ce travail montre une syneggiee la voie du TGRB-et la protéine p53 dans
la régulation transcriptionnelle de PAI-1 apreadiation(Hageman et al., 2005De plus, par des
techniques de gene reporter et des modificationsrpaéagénéese dirigée de I'élément de réponse
putatif a p53 présent dans le promoteur de PA&4 aluteurs ont montré que cet élément de réponse

est nécessaire a I'induction radio-induite de PAllahs une lignée tumorale HEPG2.

9. Roles potentiels de PAI-1 dans les dommages radnduits.

Comme nous l'avons vu, PAI-1 joue un réle pivotsléas mécanismes de fibrinolyse et de
remodelage de la matrice extracellulaire. De manigtéressante, des modifications de l'activité
des MMPs dans les dommages radio-induits ont ététel® Ainsi, chez des patients souffrant
d’entérite radique, une stimulation a la fois detears impliqués dans la synthése de matrice et
ceux impliqués dans sa dégradation a été obsépvae-Perrot et al., 2004Cependant, I'équilibre
synthese /dégradation penche en faveur d’'une adatiorude matrice extracellulaire. De la méme
maniére, chez des patients traités pour un careém grostate, une augmentation de I'activité de
dégradation matricielle et plus précisément dewiteg gélatinolytigues des MMP 2 et 9 a été
décrite dans la muqueuse rectale présente dahstepcd’irradiationHovdenak et al., 2002Ces
résultats montrent que les processus de synthésenwidelage matriciel sont régulés apres
irradiation et suggérent qu’ils contribuent a lamése tissulaire aux rayonnements ionisants. Les
mécanismes moléculaires ne sont pas connus ep&onsupposer que PAI-1 pourrait avoir un role
déterminant dans ce procesq&sgure 17). D’autre part, comme nous l'avons vu, lirradiatio
induit un changement phénotypique de I'endothélilemec notamment la perte de
thromborésistance due a la fois a l'activation glatéame de coagulation mais également a une
diminution de la fibrinolyséHauer-Jensen et al., 200&nfin, le fait que les souris génétiquement
déficientes en PAI-1 soient protégées contre I'appa de fibroses dans divers modeles nous a
permis d’émettre I'hypothése que cette protéinevpibuavoir une implication active dans les
dommages aux tissus sains apres irradiation. Uoljestifs de ce travail de thése a été de savoir s
PAI-1 joue un réle déterminant dans les dommaggisiaduits et d’apporter la preuve de principe

gu’il pourrait constituer une cible thérapeutiqutgntielle.
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Figure 17 : Conséquences potentielles d’'une modifi  cation de I'expression de PAI-1
(ex : cas d’'une surexpression) sur les mécanismes
impliqués dans les dommages radio-induits aux tissu s sains
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Il Objectifs et Résultats

Obijectifs de la thése :

Ce travail de thése repose sur le concept qu'unefént initial provoqué au niveau de
I'endothélium suite & un stress par des rayonnesmienisants va contribuer a linitiation et a la

progression des lésions radio-induites. Dans ctegt# deux questions ont été abordées :

- La premiere question concerne la mise en évidenceud dialogue entre les
cellules endothéliales et les cellules musculairBsses vasculairesLe premier objectif a été de
caractériser de maniéere précise les lésions vaseslle@adio-induites chez ’lhomme. Pour cela une
étude rétrospective a été entreprise sur des préEnts de rectum de patients traités par
radiothérapie pré-opératoire dans le cadre d’'utetreent d’un adénocarcinome du rectum. Dans un
second temps, des modeles de co-culture ont étéemiplace afin de savoir si les cellules
endothéliales pouvaient influencer le phénotype ailsiles musculaires lisses vasculaires. Enfin,
les mécanismes moléculaires impligués dans lesagigemis par les cellules endothéliales et

influencant le phénotype des cellules musculaisse$ vasculaires ont été étudiés.

- La seconde question concerne le réle de PAI-1 damss atteintes tissulaires
radio-induites. Bien que quelques résultats de la littératureg&rent que PAI-1 pourrait jouer un
réle dans les atteintes radio-induites, aucune détration ne prouve qu’il ait un réle déterminant.
Comme nous l'avons vu, la synthese de PAI-1 peet-6timulée dans certaines conditions
pathologiques. Il joue un rdle clef dans de nombrenocessus comme le contrdle de la fibrinolyse
ou encore le remodelage de la matrice extracalul@’autre part le TG, facteur de croissance
déterminant dans les dommages radio-induits, gsthda de stimuler 'expression de PAI-1. Ainsi,
partant du fait que la fibrinolyse et le remodelawgriciel participent a l'initiation et la progien
des dommages radio-induits et que le T&Est un puissant stimulateur de PAI-1, nous avons
voulu déterminer si PAI-1 joue un réle dans ledolés radio-induites. Pour répondre a cette
guestion, un modele d’entéropathie radio-induitezcta souris a été mis en place et nous avons
etudié la réponse tissulaire de souris génétiquenhéficientes en PAI-1 et de souris sauvages.
Parallélement, des marquages immnunohistochimidaeBAI-1 ont été réalisés sur des tissus de
patients traités par radiothérapie. Enfin, la cashpnsion des mécanismes moléculaires impliqués
dans la régulation I'expression de PAI-1 dans delkiles endothéliales apres irradiation a été

entreprise.
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Résumé Article 1: Influence des cellules endothéles sur le

musculaires lisses apres irradiation. Implication dns les dommages vasculaires radio-indui

Objectifs

La compréhension des mécanismes physiopatholagjiguenoléculaires impliqués dans la
pathogenése des dommages radio-induits est détarteinlans I'optique de mettre en place des
stratégies thérapeutiques visant a protéger lesstisains afin d’optimiser les traitements des&anc
par radiothérapie. Les lésions vasculaires sontcdegplications séveres observées au hiveau des
tissus sains apres radiothérapie. L’irradiation gasseaux sanguins compromet les fonctions
essentielles de la vascularisation nécessaires aimtiem de I'homéostasie tissulaire. Les
meécanismes précis impliqgués dans les différentessgsh du développement des lésions radio-
induites restent flous. Les dommages vasculairesrrgent étre impliqués dans [linitiation,
accélérer et/ou exacerber les atteintes tissulamdm-induites. Si l'activation radio-induite des
cellules endothéliales est relativement bien déctiés peu de données existent sur les modifitatio
des relations entre cellules endothéliales et leslimusculaires lisses vasculaires apres irradiatio
L’hypothése de ce travail est que les Iésions \ases radio-induites pourraient résulter des
dysfonctionnements des relations entre les cellatefothéliales (CE) et les cellules musculaires

lisses vasculaires (CMLV).

Résultats

Dans un premier temps, une caractérisation desni@siasculaires sur des résections de
rectums irradiés a 45Gy et prélevés 4 a 6 semaimies la fin de la radiothérapie (38 patients)a ét
réalisée.Cette étude chez les patients a permis de casmtéde maniere précise les lésions
vasculaires radio-induites i.e. épaississementvdesseaux, hypertrophie, dystrophie, fibrose péri-
vasculaire, et hyperplasie néo-intimale. D’autrg,@al’aide de marquages immuno- histochimiques
(a-sma, calponin, PCNA, Collagenes | et Il) nous avdémontrd’importance de la prolifération,
de la migration et de la différenciation fibrogamgdes CMLV dans les lésions vasculaires radio-
induites chez ’'homme.

Dans un second temps, des expériences de co-cahurete réalisées afin de déterminer si
I'irradiation de cellules endothéliales pouvaitrairier la libération de facteurs solubles capaties

modifier le phénotype de cellules musculaires $isgasculaires humaines. La prolifération, la
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migration et la différenciation ont été étudiéesdies CMLV en présence de CE (irradiation des
CE ou des deux types cellulaires). D’'autre pad, necanismes moléculaires impliqués dans la
différenciation fibrogénique des CMLV ont été étxli

En présence de CE irradiées, la prolifération@edV est stimulée ainsi que leur capacité
a migrer dans une zone lésée. Par RT- PCR en tefapst western blot nous avons montré que les
taux des ARNm et des protéines CTGF, PAI-1, COLEAZOL3AL sont stimulés dans les CMLV
apres exposition avec les CE irradiées. La séarélioTGFB1 est stimulée dans les CE irradiées.
De plus, les résultats de marquages immunocytoghiesi (SMAD3 et SMAD4) et des expériences
de «gene reporter dual luciferase» (Transfectitasmide CAGAX9-Luciférase) montrent que
I'irradiation des CE entraine la translocation éadle des SMADs et stimule la transcription
SMAD-dépendante dans les CMLV. D’autre part, daess CMLV transfectées avec des siRNA
SMAD3 ou incubées avec un anticorps neutralisatitT@®Fp-RII, le phénotype fibrogénique des
CMLYV induit par les cellules endothéliales irradiéest inhibé. Ces résultats montrent que les CE
stimulent, par des effets paracrines, la différatan fibrogénique des CMLV apres irradiation par
un mécanisme TASMAD3 dépendant. Enfin, des marquages immuno-tistaques chez les
patients montrent que les lésions vasculaires +iadigites sont associées a une augmentation de
I'immunoréactivité du TGH dans I'endothélium et de la forme phosphoryllés 8%ADs 2 et 3

dans les CMLV. Ces résultatsvivo viennent appuyer la pertinence des résultats abtarvitro.
Conclusion
L’ensemble de ces résultats montre que les CE kithla prolifération, la migration et la

différenciation fibrogénique des CMLV apres irrdtia. La voie TGIB/SMAD est impliquée dans

les mécanismes moléculaires liés aux modificatpmnotypiques observées.
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Damage to vessels is one of the most common effects
of therapeutic irradiation on normal tissues. We un-
dertook a study in patients treated with preoperative
radiotherapy and demonstrated in vivo the impor-
tance of proliferation, migration, and fibrogenic phe-
notype of vascular smooth muscle cells (VSMCs) in
radiation-induced vascular damage. These lesions
may result from imbalance in the cross talk between
endothelial cells (ECs) and VSMCs. Using co-culture
models, we examined whether ECs influence prolif-
eration, migration, and fibrogenic phenotype of
VSMCs. In the presence of irradiated ECs, prolifera-
tion and migration of VSMCs were increased. More-
over, expressions of a-smooth muscle actin, connec-
tive tissue growth factor, plasminogen activator
inhibitor type 1, heat shock protein 27, and collagen
type III, alpha 1 were up-regulated in VSMCs exposed
to irradiated ECs. Secretion of transforming growth
factor (TGF)-B1 was increased after irradiation of ECs,
and irradiated ECs activated the Smad pathway in
VSMCs by inducing Smad3/4 nuclear translocation and
Smad-dependent promoter activation. Using small in-
terferring RNA targeting Smad3 and a TGFS-RII neutral-
izing antibody, we demonstrate that a TGF-f1/TGF-f3-
RII/Smad3 pathway is involved in the fibrogenic
phenotype of VSMCs induced by irradiated ECs. In con-
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clusion, we show the importance of proliferation,
migration, and fibrogenic phenotype of VSMCs in
patients. Moreover, we demonstrate in vitro that ECs
influence these fundamental mechanisms involved in
radiation-induced vascular damages. (4m J Pathol 2006,
169:1484—-1495; DOI: 10.2353/ajpath.2006.060116)

About half of people with cancer are treated with radi-
ation therapy either alone or in combination with other
types of cancer treatments. However, normal tissue
toxicity still remains a dose-limiting factor in clinical
radiation therapy.' Vascular injury is one of the most
common effects of radiotherapy on normal tissues.
Damage to blood vessels and subsequent hypoxia and
ischemia are known to contribute to severe tissue injury
such as fibrosis and/or necrosis. Vascular fibrosis after
radiotherapy contributes to severe normal tissue dam-
age and, in some cases, may be a vital prognosis in
patients.?

The endothelium is known to play a critical role in
radiation-induced vascular injury. Irradiated endothelial
cells (ECs) acquire a proinflammatory, procoagulant, and
prothrombotic phenotype. Up-regulation of endothelial
cell adhesion molecules such as vascular cell adhesion
molecule-1, intercellular adhesion molecule-1,>% P-se-
lectin,® and platelet-endothelial cell adhesion mole-
cule-1° after irradiation leads to the increase of leuko-
cyte/EC interactions and leukocyte transmigration.
Moreover, irradiation increases the interactions of plate-
lets with the endothelium’and decreases expression of
the anticoagulant thrombomodulin.®

If radiation-induced EC activation and changes in
the physiological properties of the vascular endothe-
lium have been well documented, less is known about
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Table 1. Semiquantitative Histopathological Scoring System
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Mucosa Normal: 0

Moderately abnormal with slight inflammation: 1
Markedly abnormal with strong inflammation: 2
Severely abnormal with severe inflammation and loss of epithelium (ulceration): 3

Muscularis mucosa Normal: O

Markedly abnormal with slight matrix deposition and/or slight dystrophy: 1
Severely abnormal with strong matrix deposition and/or severe dystrophy: 2

Submucosa Normal: O

Moderately abnormal with inflammation: 1
Moderately abnormal with edema: 1

Markedly abnormal with slight matrix deposition: 2
Severely abnormal with fibrosis: 3

Submucosal vessel Normal: O

Markedly abnormal with slight matrix deposition and/or slight dystrophy: 1
Severely abnormal with strong matrix deposition and/or severe dystrophy: 2

Muscularis propria Normal: O

Markedly abnormal with slight matrix deposition and/or dystrophy: 1
Severely abnormal with strong matrix deposition and/or dystrophy: 2

Mesentery Normal: O

Markedly abnormal with slight matrix deposition: 1
Severely abnormal with fibrosis: 2

Mesenteric vessel Normal: O

Markedly abnormal with slight matrix deposition and/or slight dystrophy: 1
Severely abnormal with strong matrix deposition and/or severe dystrophy: 2

Serosa Normal: O

Markedly abnormal with slight matrix deposition: 1
Severely abnormal with fibrosis: 2

Histopathologic scoring of radiation injury in each compartment (mucosa, muscularis mucosa, submucosa, muscularis propria, serosa, and
mesentery, as well as submucosal and mesenteric vessels) were assessed independently by two authors in a blinded manner. The individual
abnormalities were assessed as normal (score = 0) or abnormal, graded according to severity (0 to 2 or 0 to 3). Finally, for every slide, the sum of the
scores for each parameter in all compartments (the retrieved sum to 100) constitutes the radiation injury score.

dysfunction of the entire vessel wall. Cell-cell commu-
nications play a fundamental role in vascular remodel-
ing after injury. ECs, inflammatory cells, and vascular
smooth muscle cells (VSMCs) are involved in the
pathogenesis of vascular diseases. The interactions
between ECs and VSMCs are known to play a key role
in the structure and function of the vessel. VSMC mi-
gration, proliferation, and differentiation are critical
processes involved in vascular injury observed in vas-
cular pathologies such as atherosclerosis,? intimal hy-
perplasia, and hypertension. If there is still debate as
to whether or not radiation-induced vascular lesions
are similar to those cited above, parallels may be
drawn to offer some clues to the comprehension of
vascular radiation damage. It has been shown that
fibrogenic cytokines and growth factors are involved in
mechanisms of vascular fibrosis, ie, migration and pro-
liferation of smooth muscle cells, the increase of colla-
gen expression, and the alteration of matrix remodel-
ing. However, molecular mechanisms involved in
radiation-induced vascular fibrosis are still unclear and
may also result from imbalance in the cross talk be-
tween ECs and VSMCs. First, we performed a retro-
spective study in patients treated with preoperative
radiotherapy for rectal cancer to analyze radiation-
induced vascular damages. The second purpose of
our work was to study, in an EC-VSMC co-culture
model, the influence of paracrine factors released by
ECs on VSMC proliferation, migration, and fibrogenic
phenotype after irradiation. Moreover, molecular
mechanisms involved in the fibrogenic phenotype of
VSMCs in the presence of ECs were investigated.

Materials and Methods

Patients, Radiation Injury Score, Morphometric
Analyses, and Immunohistology

Thirty-eight patients treated for rectal adenocarcinoma
with preoperative radiotherapy (45 Gy; 2 or 1.8 Gy by
fraction) were included in this study. Tumors were surgi-
cally resected 5 to 7 weeks after treatment. For each
patient, specimens of normal tissue were taken in the
irradiated field adjacent to the tumor and from micro-
scopically normal mucosa distant from the tumor. Slides
were colored by Meyer’'s hemalum, Masson'’s trichrome,
and elastin coloration (Varehoeff-Van Gieson). Radiation
injury scores determined by a pathologist (J.-C.S.) were
measured in all patients (at least two slides per patient,
normal and pathological). We first identified the distinct
compartments in each slide, ie, mucosa, muscularis mu-
cosa, submucosa, muscularis propria, serosa, and mes-
entery. Then, we scored in these different compartments
several alterations that contribute to the global features of
radiation-induced intestinal damages. The individual ab-
normalities were assessed as normal or abnormal,
ranked according to severity as described in Table 1. For
every slide, a score in each compartment was deter-
mined for parameters described in Table 1. Finally, for
one slide the sum of the scores for each parameter in all
compartments (the retrieved sum to 100) constituted the
radiation injury score. Radiation injury score and morpho-
metric measurements were determined independently by
two authors, and discrepancies were resolved in confer-
ence. Vessel wall thickness was determined by the ratio
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between luminal surface and outer surface (between 15
to 25 vessels by section) using an imaging analysis sys-
tem interfaced with the Visiolab 2000 software (Biocom,
Les Ulis, France). For immunohistochemistry, 5-um sec-
tions were used to immunolocalize a-smooth muscle ac-
tin (a-SMA; Sigma, St. Quentin Fallavie, France), calponin
(DAKO, Glostrup, Denmark), proliferating cell nuclear an-
tigen (PCNA; DAKO), collagen | and collagen 111 (Sigma),
transforming growth factor-BTGF-B (R&D Systems, Min-
neapolis, MN), and phospho-(ser433/435) Smad2/3
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Biotinylated
rabbit anti-mouse IgG and streptavidin/biotinylated-per-
oxidase kit (DAKO) were used before revelation by Vec-
tor NovaRED substrate kit (Bio-Valley, Marne la Vallée,
France) and counterstained with hematoxylin. Moreover,
radiation-induced vascular damages were studied in ir-
radiated lung (55 to 60 Gy), uterus (60 Gy), and skin (50
@Gy). Three patients for each organ were included. Spec-
imens of normal tissue samples were taken in an irradi-
ated field and from normal tissue at a large distance from
the tumor. Slides were colored by Meyer’s hemalum.

Cell Culture and Irradiation

ECs (dermal human microvascular endothelial cells) and
VSMCs (aortic human smooth muscle cells) were pur-
chased from Cambrex (Verviers, Belgium) and cultured
respectively in EGM-2 MV and SmGM-2 culture medi-
ums. ECs were grown in transwell (Falcon 0.4-um PET
cell culture inserts; Becton Dickinson Labware, Le Pont
de Claix, France). Cells were irradiated with a '*’Cs
source (IBL 637, dose rate 1 Gy min™").

Proliferation and Flow Cytometry

Viable cells were counted using trypan blue exclusion
method and a standard hemacytometer. Cell cycle anal-
yses were performed by flow cytometry. In brief,
trypsinized cells were fixed with ice-cold 70% ethanol,
treated with 0.01 mg/ml RNase A and 50 pg/ml propidium
jodide, and analyzed using a FACSort flow cytometer
(Becton Dickinson).

In Vitro Migration Assay

VSMC migration was determined by the scratch injury
model.’® VSMCs were fixed and colored with a methanol
solution containing 3% paraformaldehyde and 0.25%
crystal violet from 1 to 4 days after irradiation. To inte-
grate radiation-induced cell death, the quantitative anal-
ysis of the migration index was calculated by the ratio
between the density of migrating cells in the center of the
scratched zone and in a size-matched area of the un-
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scratched region. The contribution of VSMC proliferation
was assessed by cycling cell labeling (Ki-67, see below).

RNA Isolation and Reverse Transcription (RT)
Real-Time Polymerase Chain Reaction (PCR)

Total RNA was prepared with the total RNA isolation kit
(Rneasy Mini Kit; Qiagen, Valencia, CA). Total RNA quan-
tification and integrity was analyzed using Agilent 2100
Bioanalyzer, and 1 ug of RNA was used for RT with
SuperScript Il (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA) and random hexamer to generate first strand cDNA.
The following primers were used (F, forward; R, reverse):
CTGF (F, 5'-TGTGTGACGAGCCCAAGGA-3'; R, 5'-TCT-
GGGCCAAACGTGTCTTC-3"; 5’-carboxyfluorescein-CT-
GCCCTCGCGGCTTACCGA-3'), PAI-1 (F, 5’-GCACAAC-
CCCACAGGAACAG-3'; R, 5’-GTCCCAGATGAAGGCG-
TCTTT-3'), HSP27 (F, 5'-AGGATGGCGTGGTGGAGAT-
3'; R, 5'-GTGTATTTCCGCGTGAAGCA-3’), COL3A1 (F,
5'-CCAATCCTTTGAATGTTCCACGG-3’; R, 5'-CCATTC-
CCCAGTGTGTTTCGTGC-3"), COL1A2 (F, 5'-TGAAAAC-
ATCCCAGCCAAGAA-3'; R, 5’-AAACTGGCTGCCAGCA-
TTG-3'), SMAD3 (F, 5’-CGAGCCCCAGAGCAATATTC-
3 R, 5-CTGTGGTTCATCTGGTGGTCACT-3'), and
a-SMA (gene expression assay Hs00426835-g1; Applied
Biosystems, Foster City, CA). Thermal cycling conditions
were 10 minutes at 95°C followed by 40 cycles of 95°C for
15 seconds and 60°C for 1 minute on an ABI PRISM 7700
Sequence detection system (Applied Biosystems). Sig-
nificant PCR fluorescent signals were normalized to a
PCR fluorescent signal obtained from the housekeeping
gene GAPDH (Pre-developed Tagman Assay; Applied
Biosystems) for each sample. Relative mRNA quantita-
tion was performed by using the comparative AAC;
method.

Immunocytochemistry

Cells were grown on glass coverslips and fixed for 30
minutes with 0.5% paraformaldehyde. After permeabili-
zation and saturation, cells were incubated overnight with
primary antibodies anti-Ki-67 (DAKO), anti-Smad3
(Zymed Laboratories, South San Francisco, CA), and
anti-Smad4 (Santa Cruz Biotechnology). Cells were then
incubated with a goat anti-mouse or rabbit IgG tagged
with Alexa Fluor 488 (Molecular Probes), rinsed, and
incubated in RNase A/propidium iodide solution. Cells
were analyzed on Bio-Rad MRC 1024 ES confocal imag-
ing system (Bio-Rad, Hercules, CA).

Figure 1. Characterization of radiation-induced vascular damages. A: Radiation injury score and vessels morphometric measurements (the ratio between luminal
surface and outer surface) were performed in tissues from 38 patients treated by radiotherapy for rectal adenocarcinoma. Values of radiation injury score for every
point constitute the sum (the retrieved sum to 100) of the score of every parameter observed in each compartment for one slide. B: Representative microscopic
images from control (A, E, I, M, Q, U) and irradiated (B-D, F-H, J-L, N-P, R-T, V-X) submucosal vessels: H&E coloration (A-D), Masson’s trichrome (E-H),
elastin coloration (J1=J); and immunolabeling of a-SMA (K—K'), calponin (I-L"), collagen I (M—P), collagen III (Q-T), and PCNA (U-X, arrows indicate some
PCNA-positive cells) are shown. C: Representative microscopic images from control lung, uterus, and skin (A, B), and irradiated (C-D) tissue are shown (Meyer’s

hemalum coloration).
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Transient Transfection and Reporter
Gene Assay

VSMCs were transiently cotransfected with (CAGA)9-Lux
reporter and pRL-TK plasmids using FUGENE 6 (Roche
Diagnostics, Meylan, France) as transfection reagent.
Cells extracts were prepared for the Dual-Luciferase re-
porter assay system according the manufacturer’s in-
structions (Promega, Charbonnieres, France). Relative
luciferase activity was measured using a Mithras lumi-

nometer  (Berthold Technologies, Bad Wildbad,
Germany).
Western Blot Analysis

The following protein-specific primary antibodies were
used: anti-a-SMA (Sigma), anti-HSP27 (Stressgen Bio-
technologies, Victoria, BC, Canada), anti-PAl-1 (Novo-
castra Laboratories Ltd., Newcastle, UK), anti-CTGF
(R&D Systems), and anti-glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (Biodesign, Saco, ME). Proteins were
separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
before transfer onto nitrocellulose membranes. The
membranes were blotted with primary antibodies fol-
lowed by incubation with secondary antibody HRP-
conjugated (Amersham, Orsay, France). Blots were
developed using the enhanced chemiluminescence
method (Amersham). Membranes were then dehybrid-
ized and reprobed with anti-glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase antibody to detect glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase expression as
control loading.

TGF-B1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) Assay

TGF-B1 production in the supernatants of ECs and
VSMCs was determined by ELISA assay (Promega) with
(total form) and without (active form) acid treatment ac-
cording to the manufacturer’s instructions.

RNA Interference

The sequence of small interferring RNAs (siRNAs) de-
signed to specifically target Smad3 is 5’-ACCUAUC-
CCCGAAUCCGAUdTAT-3'. The efficiency of silencing
was determined by RT real-time PCR using specific prim-
ers and Western blot (anti-Smad3; Zymed Laboratories).

Statistical Analyses

Data are given as mean = SEM. Statistical analyses were
performed by analysis of variance or Student’s t-test with
a level of significance of P < 0.05.

Results

Characterization of Radiation-Induced Vascular
Damages in Patients Treated with Radiotherapy

We undertook a retrospective study in 38 patients
treated with preoperative radiotherapy for rectal can-
cer. Radiation injury score was determined as well as
vessels morphometric measurements. Radiation-in-
duced tissue damage was appreciated by a semiquan-
titative histopathological scoring system (Table 1) of
mucosal injury, submucosal edema and inflammation,
dystrophy, and extracellular matrix remodeling in the
submucosa, muscularis mucosa, muscularis propria,
serosa, and mesentery. A correlation between vascular
thickening and radiation injury score was observed
(P < 0.001, n = 83 slides, Figure 1A). Radiotherapy
treatment is associated with several kinds of vascular
damage: vascular dystrophy and hypertrophy (Figure
1B, B-D), vascular and perivascular fibrosis (Figure
1B, F-H), and intimal hyperplasia associated with lu-
minal narrowing (Figure 1B, C,F,J). Immunolabeling of
collagen | and collagen Ill revealed a strong increase
of immunoreactivity in vessels from pathological (Fig-
ure 1B, N-P, R-T) compared with normal tissues (Fig-
ure 1B, M,Q). PCNA labeling (Figure 1B, U-X) showed
proliferation of VSMC in hypertrophic vessels (Figure
1B, V) compared with normal (Figure 1B, U). In areas of
neointimal hyperplasia, a-SMA (Figure 1B, K,K’), cal-
ponin (Figure 1B, L,L"), and PCNA-positive cells (Fig-
ure 1B, V-X) in a rich collagen matrix (Figure 1B, F,P)
are also observed demonstrating migration and prolif-
eration of VSMC. Interestingly, vascular dystrophy, hy-
pertrophy, and intimal hyperplasia were observed in
irradiated lung, uterus, and skin, illustrating that radi-
ation-induced vascular damage is not organ-depen-
dent (Figure 1C).

Irradiated ECs Induce VVSMC Proliferation

The effect of ECs on VSMC proliferation after irradiation
was investigated using cell counting and cell cycling
distribution analyses (Figure 2). Interestingly, prolifer-
ation of VSMCs decreased in presence of ECs, irradi-
ated or not. However, the number of nonirradiated
VSMCs was higher in presence of irradiated ECs com-
pared with nonirradiated ECs (Figure 2, A-B). Irradia-
tion inhibits the proliferation of VSMCs, and this effect
is decreased in presence of irradiated ECs. Analyses
of cell cycle distribution showed that irradiation in-
duces a classic G, arrest in VSMCs, which was not
affected by the presence of ECs, irradiated or not.
Twenty-four hours after irradiation, irradiated ECs in-
creased the percentage of nonirradiated VSMCs in S
phase compared with VSMCs alone or VSMCs with
nonirradiated ECs. Moreover, 24 to 72 hours after irra-
diation, the number of irradiated VSMCs in S phase
increased in presence of ECs, and this effect was more
pronounced in presence of irradiated ECs (Figure 2C).
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Figure 2. Irradiated ECs influence cell cycle progression and VSMC prolif-
eration. In all experiments, 50% confluent VSMCs were serum-starved for 24
hours before co-culture and irradiation. VSMCs were changed with complete
culture medium, and Transwell-containing confluent ECs were incubated
with VSMCs and then irradiated. A: Proliferation of VSMCs was determined
by cell counting. Data are the mean * SEM of three experiments realized in
triplicate or quadruplicate. * or * or SP < 0.05 versus VSMCs; values with
different symbols are statistically different. B: Representative cultures ob-
tained 2 days after irradiation are shown. C: Cell cycle distribution was
determined by propidium iodide staining. Data are the mean & SEM, and for
each time, values with different footnote letters are statistically different from
each other (P < 0.05).

Irradiated ECs Induce VSMC Migration after
Irradiiation

Irradiation did not influence the ability of VSMCs to colo-
nize a wounded area (Figure 3). Moreover, migration
index was increased in VSMCs in the presence of irradi-
ated ECs. Migration of irradiated VSMCs was stimulated
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in the presence of ECs, and this effect was further im-
proved in the presence of irradiated ECs.

Irradiated ECs Induce VSMC Fibrogenic
Phenotype

We next analyzed the ability of irradiated ECs to affect the
fibrogenic phenotype of VSMCs. In vivo, both cell types
are irradiated, so we therefore performed co-culture of
irradiated ECs in the presence of irradiated VSMCs at the
same dose (2 or 10 Gy; Figure 4A). In the presence of
irradiated ECs, mRNA expression of CTGF, PAI-1, colla-
gen type |, alpha 2 (COL1A2), and COL3A1 increased in
irradiated VSMCs. Variations at protein levels were con-
firmed by Western blot for a-SMA, CTGF, PAI-1, and heat
shock protein 27 (HSP27). To be sure that in this case we
observed paracrine effects of ECs and not direct effects
of irradiation, VSMCs were irradiated alone (Figure 4B). In
the absence of ECs, irradiation decreases the mRNA and
protein levels of a-SMA. In contrast, the other target
genes were unaffected. These results suggest that
changes in VSMC phenotype observed in the presence
of ECs were not due to direct radiation effects and that
irradiated ECs produced paracrine factors that subse-
quently induced VSMC fibrogenic phenotype. To confirm
the paracrine effects of ECs, irradiated ECs were cultured
in the presence of nonirradiated VSMCs. As shown in
Figure 4C, expression of a-SMA, CTGF, PAI-1, HSP27,
and COL3A1 increased in VSMCs exposed to irradiated
ECs.

Role of TGF-B/SMAD Pathway in VSMC
Fibrogenic Phenotype Induced by Irradiated
ECs

TGF-B1 Secretion Is Increased in ECs but not in
VSMCs after Irradiation

TGF-B1 is a well-known growth factor involved in VSMC
fibrogenic phenotype. TGF-B1 secretion was measured
in supernatants of ECs and VSMCs by ELISA assay.
Interestingly, secretion of total and active forms of
TGF-B1 increased after irradiation of ECs (Figure 5). No
difference in the secretion of TGF-B1 was observed in
supernatant of irradiated VSMCs.

Irradiated ECs Activate Smad Pathway in VSMCs

Immunofluorescence labeling of Smad3 and Smad4 in
VSMCs was performed to determine whether ECs acti-
vate the Smad pathway (Figure 6A). In 24-hour serum-
starved VSMCs, Smad3 and Smad4 were localized in the
cytosol. In the presence of irradiated ECs, Smad3 and
Smad4 were translocated to the nucleus of irradiated and
nonirradiated VSMCs. Transient transfection of VSMCs
with the (CAGA)gLux vector showed that irradiated ECs
activate Smad-dependent gene transcription in VSMCs
(Figure 6B).
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Irradiated ECs Induce Fibrogenic Phenotype of
VSMCs by a Smad-Dependent Pathway

Knock-down of Smad3 in VSMCs was performed to in-
vestigate the role of this protein in fibrogenic phenotype
of VSMCs induced by irradiated ECs. Twenty-four hours
after Smad3 siRNA transfection in VSMCs, Smad3 mRNA
and protein levels decreased by 80 and 90%, respec-
tively (Figure 7A). In the presence of irradiated ECs,
a-SMA, HSP27, CTGF, PAI-1, COL1A2, and COL3A1
MRNA levels decreased in siRNA (si)-Smad3-transfected
irradiated VSMCs compared with control-irradiated
VSMCs (Figure 7B).

Fibrogenic Phenotype of VSMCs Induced by
Irradiated ECs Involves a TGF-B-Dependent Pathway

To inhibit the TGF-B1 pathway, VSMCs were incubated
with a neutralizing antibody directed against TGF-g-
RIl. The efficiency of TGF-B-RIl neutralizing antibody
was investigated by its ability to affect Smad nuclear
translocation. Twenty-four hours after irradiation, the
translocation of Smad3 and Smad4 induced by irradi-
ated ECs decreased in the presence of TGF-B-RIl an-
tibody (Figure 8A). Next, the fibrogenic phenotype of
nonstarved irradiated VSMCs in the presence of irra-

VSMC+ EC 10Gy

VSMC 10Gy  VSMC 10Gy + EC (vsuc+ EC} 10Gy

Figure 3. Irradiated ECs induce VSMC migration. Migration of VSMCs was
determined by the scratch injury model. ECs and VSMCs were cultured sepa-
rately at confluence. Just before co-culture and irradiation, confluent VSMCs
were scratched (80 wm) by a regular pipette tip (three wounds per well) and
rinsed, and the culture medium remained unchanged during wound healing.
Transwell-containing confluent ECs were incubated to confluent VSMCs just
before irradiation (10 Gy), when the two cell types are co-irradiated or just after
irradiation when ECs or VSMCs are irradiated. A: Representative images of
VSMCs at days 1 and 4 from two separate experiments realized in duplicate or
triplicate. B: Migration index was determined 1, 2, and 4 days after irradiation as
described in Materials and Methods. Migration index is the mean ® SEM of two
experiments realized in triplicate. *P < 0.05 versus VSMCs alone; “P < 0.05
versus VSMCs, 10 Gy + ECs.

diated ECs (10 Gy) was investigated (Figure 8B). Re-
sults showed that the expressions of a-SMA, PAI-1,
COL1A2, and COL3A1 decreased in the presence of
TGF-B-RIl antibody, demonstrating that a TGF-B1/TGF-
B-RIl mechanism is involved in the fibrogenic pheno-
type of VSMCs induced by ECs.

Radiation-Induced Vascular Damages Are
Associated with Overexpression of TGF-3 and
Phospho-Smad 2/3

To support in vitro results, we investigated whether radi-
ation-induced vascular damages are associated with
overexpression of TGF-B and P-Smad 2/3 in patients
treated by radiotherapy (Figure 9). Immunohistochemical
staining showed that TGF-B expression increased in irra-
diated rectum and, in particular, in endothelium. More-
over, a strong increase of P-Smad 2/3 in VSMCs was
observed in pathological vessels compared with normal
vessels. These in vivo results demonstrate the physiolog-
ical relevance of an up-regulation of TGF-B expression in
endothelium and an activation of Smad signaling in
VSMCs.
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Figure 4. Irradiated ECs induce a VSMC fibrogenic phenotype. ECs and
VSMCs were cultured separately at confluence and settled together at the
moment of co-culture and irradiation (2 or 10 Gy). Fibrogenic phenotype of
VSMCs was investigated by real-time PCR (24 hours after irradiation) and
Western blot (48 hours after irradiation). A: Co-culture of irradiated ECs in
the presence of irradiated VSMCs at the same dose. B: VSMCs irradiated alone
to investigate direct radiation effects. C: Co-culture of irradiated ECs in the
presence of nonirradiated VSMCs. Representative Western blots. Data are the
mean * SEM of two to four independent experiments realized in duplicate or
triplicate. *P < 0.05 versus control.

Discussion

We demonstrate here the importance of proliferation, mi-
gration, and fibrogenic phenotype of VSMCs in patients
treated with radiotherapy. This study shows that ECs
influence these fundamental mechanisms involved in the
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Figure 5. Irradiation increases TGF-B1 secretion in ECs. Total and active
TGF-B1 contents were determined by ELISA assay in EC and VSMC super-
natants 24 hours after 2 or 10 Gy irradiation. Data are the mean = SEM of
three experiments realized in triplicate. *P < 0.05 versus control.

initiation and progression of vascular damages. The main
results of this work are that, in vitro, ECs promote VSMC
proliferation, migration, and fibrogenic phenotype after
irradiation.

The vascular wound healing process is characterized
by the proliferative response of VSMCs after injury. De-
regulation of VSMC proliferation contributes to the rest-
enotic lesion, atherosclerosis, vascular hypertrophy, and
vascular remodeling after hypertension.”" Our results ob-
tained in patients underline the importance of prolifera-
tion of VSMCs in radiation-induced vascular damages
after radiotherapy. We first showed that nonirradiated
ECs have an antiproliferative effect on VSMCs. This is in
line with Peir6 et al'® who previously demonstrated that
bovine aortic endothelial cells inhibit proliferation of rat
VSMCs in a co-culture model. Moreover, our results show
that irradiated ECs can stimulate proliferation of VSMCs
and/or that irradiated ECs fail to inhibit VSMC prolifera-
tion. This is in contrast with de Crom et al'® who showed
that a very high-dose radiation (40 Gy) of ECs did not
affect the proliferation of VSMCs. The strong differences
in radiation dose ranges could explain this discrepancy.
Cell cycle analyses revealed that irradiated ECs influence
cell cycle progression of VSMCs. We can postulate that
at the same time ECs produce growth promoters and
growth inhibitors that may modulate VSMC growth, ie,
platelet-derived growth factor, vascular endothelial
growth factor, or basic fibroblast growth factor, but also
molecules with short half-lives such as nitric oxide. Nitric
oxide inhibits VSMC proliferation by altering the activation
of CDK2 and the expression of cyclin A.™ In an interest-
ing way, a lack of endothelial nitric-oxide synthase was
observed in irradiated human cervical arteries from pa-
tients treated by radiotherapy for neck cancer'®and in the
rabbit ear central artery 2 weeks after an irradiation of 45
Gy, '® whereas an up-regulation of endothelial nitric-oxide
synthase was described in bovine aortic endothelial
cells."® Further studies are needed to understand molec-
ular mechanisms involved in the control of VSMC prolif-
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Figure 6. Irradiated ECs activate Smad pathway in VSMCs. A: ECs induce the nuclear translocation of Smad3 and Smad4 in VSMCs after irradiation. VSMCs and
ECs were cultured separately at confluence. VSMCs were incubated in serum-free medium for 24 hours before experiment. Just before co-culture and irradiation
(10Gy), ECs were changed in complete medium and VSMCs with serum-free medium. Twenty-four hours after irradiation, Smad3 and Smad4 nuclear translocation
in VSMCs was followed by immunofluorescence and examined by confocal microscopy. Representative immunostainings of three independent observations are
shown, as well as staining of VSMCs treated with 10 ng/ml TGF-B1 for 1 hour. B: ECs induce a Smad-dependent transcription in VSMCs. VSMCs (50% confluent)
were transiently cotransfected in complete medium with (CAGA)9-Lux reporter (1 ug) and pRL-TK (0.2 pg) plasmids using FuGENE 6 (Roche Diagnostics) as
transfection reagent (3 ul/1.2 ug of DNA). Twenty-four hours after transfection, VSMCs were changed with serum-free medium then incubated with confluent
ECs. Relative luciferase activity (ratio Firefly/Renilla) was measured 24 hours after co-culture and irradiation. Transfection efficiency (about 40%) was estimated
using pEGFP-N1 vector (Clontech, Mountain View, CA). VSMCs treated by 3 ng/ml TGF-B1 for 24 hours are shown. Data are the mean * SEM (1 = 6) *P < 0.05

versus VSMCs alone.

eration by ECs after irradiation and nitric oxide pathway
could be an attractive target.

We also found that ECs induce a fibrogenic pheno-
type in VSMCs, which overexpressed CTGF, PAI-1,
and fibrillar collagens. In support to this view, collagen
|- and collagen lll-positive stainings were markedly
increased in vascular adventitia of patients treated for
rectal adenocarcinoma by radiotherapy, suggesting
that VSMCs have a higher capacity to secrete collagen
in vivo. CTGF, a member of the CCN family,"” is a
fibrogenic cytokine, considered as a mediator of pro-
fibrotic effects of TGF-B1, especially the overproduc-
tion extracellular matrix. CTGF activates TGF-B1 signal
transduction by enhancing the ability of TGF-B1 bind-
ing to its receptors at low concentrations of TGF-1.8
High levels of CTGF were found in fibrotic lesions in
various organs such as liver, lung, skin, and kidney,'®
as well as in atherosclerotic plagues.?° We found that
CTGF is overexpressed in VSMCs exposed to irradi-
ated ECs. CTGF up-regulation in VSMCs was also ob-
served in vessels of the submucosa and the subserosa
in bowels of patients who developed radiation enteri-
tis.?! In an interesting way, CTGF was described as
also implied in the migration of VSMCs,?? suggesting
that CTGF could have a role in the capacity of VSMCs
to migrate and probably in the formation of neointimal
hyperplasia. VSMC migration in radiation-induced vas-
cular lesion is supported by intimal hyperplasia in sub-
mucosal blood vessels from patients treated by radio-
therapy for rectal cancer and was also present in
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Figure 7. Smad3 is involved in fibrogenic phenotype of VSMCs induced by
ECs after irradiation of both cell types. VSMCs were transfected with cyto-
fectin (1 pg/mb and 100 nmol/L siRNAs targeting Smad3. A: The silencing
efficiency was determined by real-time PCR and Western blot. B: VSMCs and
ECs were cultured separately at confluence. VSMCs were transfected 24
hours before co-culture and irradiation of both cell types (10 Gy). Just before
irradiation, ECs were changed in complete medium and VSMCs with com-
plete medium * siRNA Smad3 transfection solution. Fibrogenic phenotype of
VSMCs was investigated by real-time PCR (24 hours after irradiation) and
Western blot (48 hours after irradiation). Data are the mean = SEM of two
experiments realized in triplicate. *P < 0.05 versus 10 Gy irradiated cells
without siRNA Smad3. Representative Western blots are shown with irradi-
ation of both cell types at 10 Gy = siRNA Smad3.
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Figure 8. TGFB-RII is involved in fibrogenic phenotype of VSMCs induced by ECs after irradiation of both cell types. VSMCs and ECs were cultured separately
at confluence. A: VSMCs were serum-starved during 24 hours and preincubated 2 hours before co-culture and irradiation of both cell types (10 Gy) with a goat
anti-human TGFB-RII neutralizing antibody (10 pg/ml in serum-free medium) or normal goat IgG (10 ug/mD). Just before irradiation, ECs were changed in
complete medium and VSMCs with serum-free medium. Twenty-four hours after irradiation, Smad3 and Smad4 nuclear translocations in VSMCs were analyzed
by immunofluorescent staining. B: VSMCs were preincubated 2 hours before co-culture and irradiation of both cell types (10 Gy) with a goat anti-human TGFB-RII
or normal goat IgG (10 ug/mb). Just before irradiation, ECs and VSMCs were changed in complete medium. Fibrogenic phenotype of VSMCs was investigated by
real-time PCR (24 hours after irradiation) and Western blot (48 hours after irradiation). Data are the mean * SEM. *P < 0.05 versus 10 Gy-irradiated cells with
normal IgG. Representative Western blots are shown with co-irradiation of both cell types at 10 Gy * goat anti-human TGFB-RIL.

irradiated lung, uterus, and skin. Intimal hyperplasia
occurs in atherosclerosis, hypertension, and after vas-
cular injury, and VSMC proliferation and migration are
critical processes implicated in this vascular lesion.?3
Using the scratch injury model, we demonstrated that
VSMC migration was increased in presence of irradi-
ated ECs. Immunohistochemistry and immunolabeling
revealed that intimal thickness was characterized by
an extracellular matrix containing «-SMA and calponin-
positive cells, demonstrating the presence of VSMCs in
area of intimal hyperplasia. Moreover, we demon-
strated that irradiated ECs induce the overexpression
of PAI-1in VSMCs. The two major functions of PAI-1 are
to impair fibrinolysis and to affect matrix degradation
by inhibiting the plasmin-dependent activation of ma-
trix metalloproteases. PAI-1 gene expression is up-

regulated in macrophages and smooth muscle cells in
human atherosclerotic lesions,?* and increased ex-
pression of PAI-1 in the artery wall promotes neointima
growth after balloon injury.?® Interestingly, overexpres-
sion of PAI-1 was described in radiation-induced ne-
phrosclerosis®® and in human radiation enteritis.?” Fur-
ther investigations are needed to understand the role
of PAI-1 in radiation-induced vascular damages.

In various organs such as skin, intestine, lung, and
kidney, TGF-B1 is considered as a key factor involved
in radiation fibrosis,?® mediating collagen synthesis
and playing a crucial role in fibroblast differentiation
into myofibroblast.?® Our study shows that the increase
of TGF-B1 secretion in ECs after irradiation may act as
a paracrine factor influencing the fibrogenic phenotype
of VSMCs. Moreover, up-regulation of TGF-g was ob-
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Figure 9. Overexpression of TGF-B and P-Smad 2/3 in radiation-induced vascular lesions. Immunohistochemical stainings of TGF-B and P-Smad 2/3 were
performed in tissues from patients treated by radiotherapy for rectum adenocarcinoma. Representative microscopic images from control and irradiated submucosal

vessels are shown.

served in endothelium in vascular lesions from patients
treated with radiotherapy. This is in line with Wang et al
who demonstrated in an in vivo model of radiation en-
teropathy in rats an increase of TGF-g1 mRNA and
protein expression in ECs.3° TGF-B signal transduction
is initiated by ligand-induced heterodimeric complex
formation of TGFB-RIl with TGFB-RI, two serine/threo-
nine kinase receptors. Activation of TGFB-RI by phos-
phorylation with the TGFB-RII causes the phosphoryla-
tion and the nuclear translocation of Smads, which
induces transcriptional activation of various genes.®' In
vivo, we found that radiation induced vascular dam-
ages were associated with a strong increase of P-
Smad 2/3 in VSMCs. Interestingly, in hypertensive pa-
tients, it was shown recently that TGF-g/Smad2/3
signaling is activated in arteriosclerosis and in partic-
ular in VSMCs.22 In vitro, we found that irradiated ECs
activate the Smad pathway in VSMCs by inducing nu-
clear translocation of Smad3 and Smad4 and Smad-
dependent promoter activation. These results strongly
suggest that ECs induce Smad-dependent gene tran-
scription in VSMCs after irradiation. This was sup-
ported by the fact that mRNA expressions of various
profibrotic factors, which have Smad-responding ele-
ments in their promoters, were increased in VSMCs in
the presence of irradiated ECs. To be sure that a
Smad-dependent pathway was involved, the knock-
down of Smad3 by RNA interference in VSMCs was
realized. Smad3 silencing fully abolished the irradiated
EC-induced up-regulation of target genes in VSMCs,
demonstrating that Smad3 mediates the fibrogenic
phenotype of VSMCs induced by irradiated ECs. Skin
damages are reduced in Smad3 knockout mice follow-
ing ionizing radiation exposure, suggesting that inhibi-
tion of Smad3 will be protective against radiation-in-
duced tissue damage and fibrosis.3® Our results might
support the hypothesis that EC/VSMC cross talk via the
Smad3 pathway may contribute to the initiation of vas-
cular fibrosis. Moreover, neutralizing antibody directed

against TGFB-RII blunted a-SMA, PAI-1, and collagen
up-regulation. All together, these results demonstrate
that a TGFB1/TGFB-RII/Smad3 pathway is involved in
the fibrogenic phenotype of VSMCs induced by irradi-
ated ECs. We showed in our study that CTGF and
HSP27 up-regulation in VSMCs exposed to ECs is
Smad3-dependent. Interestingly, in the presence of
TGFB-RII neutralizing antibody, increases of CTGF and
HSP27 remained unchanged, suggesting that a
Smad3-dependent/TGFB1-independent pathway may
be involved. The Smad pathway can also be activated
by a TGFB-independent mechanism. Indeed, it was
recently shown that angiotensin Il activates the Smad
pathway in rat VSMCs via AT1.3* Nuclear translocation
of Smad, phosphorylation of Smad2, DNA-binding ac-
tivity, and Smad-dependent gene transcription were
increased in VSMCs exposed to angiotensin Il. More-
over, it has been shown that angiotensin Il via AT1
receptors®* and endothelin-1 via the ET, receptor®®
increase the expression of CTGF in VSMCs indepen-
dently of TGF-B. Further experiments are needed to
know whether angiotensin Il or other factors may have
a role in the fibrogenic phenotype of VSMCs induced
by ECs.

In conclusion, this is the first study which shows that
the cross talk between ECs and VSMCs can initiate mo-
lecular mechanisms involved in radiation-induced vascu-
lar damages. ECs increase VSMC proliferation and mi-
gration after irradiation. The Smad3-dependent pathway
is involved in the fibrogenic phenotype of VSMCs in-
duced by ECs. These data contribute to the knowledge of
the normal tissue response after irradiation and espe-
cially on the role of endothelial cells and Smad pathway in
radiation-induced vascular damages. Future research is
needed to determine molecular mechanisms involved in
normal tissue toxicity to develop therapeutics strategies
to prevent the severity of normal tissue injury without
compromising, and even improving, tumor control.
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Résumé Article 2 : Rble essentiel de linhibiteur ds activateurs du plasminogéne de type

PAI-1) dans les dommages tissulaires radio-induits

Objectifs

La toxicité radio-induite aux tissus sains est aotdur limitant dans le traitement des
tumeurs par radiothérapie. La compréhension desmsroes physiopathologiques et moléculaires
impliqués dans la pathogenése des dommages ratlidgsinest déterminante dans l'optique de
mettre en place des stratégies thérapeutiquest\asamotéger les tissus sains. Stimulé dans de
nombreuses fibroses radio-induites, le T@FE-sa voie de signalisation par les protéines SMAD
ses effecteurs sont depuis longtemps considérésneodes cibles thérapeutiques potentielles
pouvant limiter les Iésions radio-induites. Pares leffecteurs du TGB1, nous nous sommes
intéressés au role de PAI-1. La fonction majeure RAd-1 est de s’opposer au systeme
fibrinolytique en inhibant les activateurs du plasogene. Ainsi, par sa capacité a inhiber la
formation de plasmine, PAI-1 joue un rdle détermirdans I’'homéostasie vasculaire en participant
au contrdle de la coagulation intravasculaire. D&part, PAI-1 est un inhibiteur de la dégradation
matricielle par sa capacité a limiter I'activatidas metalloprotéinases dépendante de la plasmine.
L'objectif de ce travail est de déterminer si PAjelie un réle essentiel dans les dommages radio-

induits aux tissus sains.

Résultats

Dans un modele d'irradiation d’'une anse intestire&eriorisée, nous avons suivi I'état
clinique ainsi que les Iésions histologiques 2 séfaines apres exposition a 19Gy, chez des souris
génétiqguement déficientes en PAI-1 (PAI-1 -/-) es douris sauvages (Wt). Les résultats montrent
gue 2 semaines apres irradiation, la survie dedsstt (n=55) est de 42 % alors que celle des
souris PAI-1 -/- (n=32) est de 75 %. La différenest maintenue jusqu’'a 6 semaines apres
irradiation. Le score d’atteinte tissulaire aux xiéemps d’étude est moins sévere (- 35%) chez les
souris PAI-1 -/- irradiées comparées aux Wt irradidD’autre part, la fonctionnalité intestinalé es
moins altérée chez les souris PAI-1 -/- 3 joureapiradiation. Enfin, par microscopie intravitale,
nous avons montré que l'irradiation induit une aegtation des interactions des leucocytes et des
plaguettes avec I'endothélium chez les souris Wisrpas chez les souris PAI-1 -/-. De maniére
intéressante, nous avons observé une forte sussipnede PAI-1 dans I'endothélium vasculaire sur

des tissus de rectum de patients traités par ragtapie (n=25)In vitro, I'expression (ARNm et
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protéine) et la sécrétion de PAI-1 est stimulé@gmradiation de cellules endothéliales (CE). Par
des techniques de « gene reporter » et westernrigos avons montré que la voie de signalisation
SMAD est stimulée apres irradiation dans les CE.aubbe part, par western-blot,
co-immunoprécipitation et expériences d’interféeRN, nous avons montré que l'induction
radio-induite de PAI-1 dans les CE est dépendanéefais de Smad3 et du gene suppresseur de

tumeur p53.

Conclusion

L’ensemble de ces résultats démontre le role a@stel@ PAI-1 dans les dommages radio-
induits aux tissus sains et en font une cible {hewtique potentielle prometteuse. De plus, nos

résultats montrent qu’'une coopération entre Smadp58 est impliquée dans l'induction de
I'expression de PAI-1 dans les cellules endothédiaprés irradiation.
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Abstract

Early and late normal-tissue toxicity is a criticdihical problem following radiotherapy.
TGF{1 is a key mediator involved in radiation-inducezhthges and we hypothesised that the
TGF{31 target gene PAI-1 is an essential mediator diyeard late normal-tissue toxicity. In a
model of radiation enteropathy, we showed that PA{nockout mice are protected against
radiation-induced damages with an increase of theival and a better intestinal functionality
compared to wild type (Wt) mice. Radiation injury attenuated in irradiated PAI-1 -/- mice
compared to irradiated Wt mice and irradiation @ases blood cells-endothelial interactions in Wt
and not in PAI-1 -/- miceln vivo, PAI-1 is up-regulated in endothelium in radiatioduced
normal tissue damages in mice as well as in patieeated with radiotherapyn vitro, irradiation
increases PAI-1 expression in endothelial cells)(Breover, we demonstrate that a p53/Smad3
pathway is involved in radiation-induced PAI-1 eagsion in EC. This study shows that PAI-1
plays a critical role in radiation induced damaged suggests that PAI-1 is an attractive target to

prevent or reduce the side effects of radiationaine
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| ntroduction

More than half of cancer are treated with radiatioerapy alone or in combination with
surgery and/or chemotherapy . The goal of radiaiheris to deliver enough ionizing radiation
dose to destroy the tumor while minimizing the ddsa reaches the surrounding normal tissue.
Nevertheless, radiation-induced normal tissue ynjara dose-limiting factor in the treatment of
cancer with radiotherapy (1-3). Early and late sffects not only limit radiation dose escalation
but also might affect the patient’s quality of lifEhe knowledge of normal-tissue radiobiology is
required to determine molecular mechanisms involvedormal tissue pathogenic pathway in
order to identify therapeutics target and develogtagies to prevent and /or reduce side effects of
radiotherapy.

Radiation-induced fibrosis is a common late effecradiation therapy. Early phases of
radiation-induced fibrogenesis are characterisedahy orchestrated wound-healing response
initiated by some events that include activationcofgulation system, inflammation, mucosal
repair, granulation tissue formation and extrautetl matrix remodelling (4). This complex and
integrated response involves a large number of cntde pathways activated by pro and anti
inflammatory cytokines, chemokines and growth fesstdmong these factors, TG¥#- is consider
as a key fibrogenic cytokine involved in radiatimcluced normal tissue damages (5). T@EFdp-
regulates expression of several molecule that cooitdribute to acute and late radiation damages.
Among them, we hypothesized that plasminogen acdtivimhibitor type-1 (PAI-1) is a critical
mediator that triggers pathway leading in acute ke normal tissue lesion after irradiation.
PAI-1 belongs to the family of serine protease bitbrs and is the main inhibitor of fibrinolysis.
Both plasminogen activators (u-PA and t-PA) convaegsminogen to plasmin that degrades
insoluble fibrin. PAI-1 inhibits u-PA and t-PA atidus reduces plasmin generation (6). PAI-1 not
only reduces fibrinolysis but also plays a roleeixtracellular matrix remodelling by reducing

plasmin-dependent matrix metalloproteinases (MMfyation (7).



In pathological conditions, PAI-1 is produced byaaiety of cell types such as hepatocytes,
adipocytes, smooth muscle cells, platelets andcespe endothelial cells. The endothelium is
known to play a critical role in radiation-induceury. Irradiated endothelial cells (EC) acquire a
pro-inflammatory, a pro-coagulant and a pro-throtitophenotype. Up-regulation of endothelial
cell adhesion molecules after irradiation leadsthe increase leukocyte/EC interactions and
leukocyte transmigration (8-11). Moreover, irradiatincreases the interactions of platelets (12)
with the endothelium and decreases expressioneohtii-coagulant thrombomodulin (13). This
loss of vascular thrombo-resistance of endothelioilowing radiation is a result of an increased
fibrinogenesis and a decreased fibrinolysis (14)this context, the role of PAI-1 in radiation
induced damages could be crucial. lonizing radmincreases PAI-1 expression in rat mesangial
cells, NRK52E cells and HEPG2 cells (15-18). MorvPAI-1 overexpression has been
described in radiation-induced nephrosclerosis @®, and in human radiation enteritis (21)
suggesting a role of PAI-1 in radiation-inducedmal tissues damages.

In this study, we analysed consequences of PAIAktie deficiency on the normal tissue
response to radiation exposuMoreover, immunolabelling of PAI-1 was performed tissues
from patients treated with radiotherapy. Finallyplecular mechanisms involved in PAI-1

expression after irradiation in endothelial cellsre investigated.



Results

PAI-1-/- mice are protected against radiation-induced nor mal tissue damages.

To investigate the effect of ionizing radiation anrmal tissuein vivo, we used a model of
radiation-induced enteropathy in mice which cossistexposing a jejunal segment from wild type
and PAI-1-/- mice to a single dose of 19Gy. Thevisiat of mice was followed and radiation injury
score was determined two and six weeks after mtaoh. The survival of PAI-1-/- mice is
increased compared to Wt mice following radiatiotpasure (Figure 1A). Two weeks after
irradiation 75 % of PAI-1-/- mice are alive compadv® 41 % for Wt mice and this difference
remains the same after six weeks (Figure 1B). ©ltedity of the intestinal segment was assessed
for histology and radiation injury was determineding a radiation injury scoring system.
Irradiation causes significant radiation injury \Wt and PAI-1 -/- mice (Figure 2A). However,
acute and late radiation injury is more severe imwWte compared to PAI-1 -/- mice irradiated (+
35% at two weeks and + 45% at 6 weeks, p<0.05jwAtweeks, we observed a better epithelial
cover and a reduced inflammation in mice deficientPAl-1 compared to Wt mice (Figure 2B).
Moreover, at 6 weeks, a reduction of fibrosis whsesved in PAI-1 -/- (Figure 2, C-D). We also
observed a strong remodelling of extracellular matr Wt mice associated with a pronounced
intestinal wall fibrosis mainly in muscularis praprinfiltrated with collagen and a subserosal
fibrosis (Figure 2D). In order to confirm if thet@tuation of radiation injury in PAI-1 -/- mice is
related to a better intestinal functionality, weasered the capacity of irradiated tissues to respon
to electrical field and exogenous carbachol stithuteg. This measure is classically used to
evaluate intestinal integrity following irradiatiq@2). We chose to test the intestinal functiogalit
before the separation the survey curves betweadiated Wt and PAI-1 -/- mice i.e. 3 days after
irradiation. No differences concerning basal patenseare observed between sham Wt mice and
PAI-1 -/- mice. The functionality of the intestimereduced in both type mice after irradiation but

severity of the alteration is more pronounced infiite (Figure 3). The functionality decreases of



83 % in Wt mice and 62 % in PAI-1 -/- mice followirelectric stimulation and decreases of 92 %
in Wt mice and 72 % in PAI-1 -/- mice following ¢echol stimulation. In order to measure that
exteriorization have no effect on basal parametess,groups without jejunal exteriorization were
assessed (Wt and PAI-1 -/- n=10 per group) andifferehces is observed between these groups
or compare to the sham groups (data not show).

PAI-1 expression isincreased in vivo after irradiation

PAI-1 mRNA expression was measured in order to kifothe strong alteration of intestinal
functionality observed rapidly after irradiationassociated with modification of PAI-1 expression.
PAI-1 mRNA level is increased 4-fold (p<0.05) int Wradiated mice compared Wt sham mice
(Figure 4A). vVWF and PAI-1 immunolabellings shovatthPAl-1 overexpression is observed in
endothelial cells from mesenteric vessels (FigBe A,C,E F,H, 1) and mucosal microcirculation
(Figure 4B : B,D,G,J). These results suggest thdbthelial PAI-1 up-regulation contributes to
radiation-induced damages.

Irradiation increases blood cells/endothelial cellsinteractionsin Wt mice and not in PAI-1 -/-
mice.

Increased leukocytes/platelets interaction with otinelium was shown after irradiation. We
hypothesized that PAI-1 antifibrinolytic activityoeld be crucial in this physiological response
following radiation. We investigate blood cellsdathelial interactions in Wt and PAI-1 -/- mice
in order to confirm this hypothesis. To avoid thatgtive effect of chirurgy in the model of
exteriorized jejunal segment, leukocytes/platedgtdothelium interactions using intraviatal
microscopy was performed 24 hours after an abddmirediation of 15 Gy. Leukocytes and
platelets velocities rolling as well as number ofling platelets and number of temporary and
definitive stops of platelets were determined. Biseaany statistical differences were observed for
all parameters measured between non-irradiated N#/tRAI-/-, we choose to present results as

percent of each parameters for each strain exoeplefinitive stops of platelets. Moreover, blood



numeration (leukocytes and platelets) was detemhimaon irradiated Wt and PAI-1 -/- mice and
no differences was observed (data not shown). itiad decreases the rolling velocity of
leukocytes and platelets in PAI-1 +/+ mice but moPAI-1 -/- mice (Figure 5, A-C). Moreover a
strong increase in the number of rolling platetetd the number of temporary and definitive stops
of platelets was observed in irradiated PAI-1 +hice compared to non irradiated PAI-1 +/+
(Figure 5C). Interestingly, irradiation have noeefls on rolling velocity of platelets as well as
others parameters of platelet adhesion in PAI-fni¢e.

Radiation-induced normal tissue damages in humans are associated with overexpression of
PAI-1in vascular endothelium

To demonstrate physiological significance of owutts, we undertook a retrospective study in
patients. Radiation injury score and immunohistaogical staining of PAI-1 were performed in
tissues from patients treated by radiotherapy fotum adenocarcinoma. Radiation-induced
normal tissues damages are characterised by agseqoression of PAI-1 in endothelial cells
(Figure 6, A-B) suggesting that the PAI-1 endotighool play an important role in normal tissue
damages after irradiation.

Invitro, irradiation increases PAI-1 expression and secretion in EC

PAI-1 mRNA expression was investigated by real tiR€R in two types of endothelial cells.
PAI-1 mRNA level is increased in HUVEC and HMVECH4dnd 48h after 2 or 10Gy irradiation
(Figure 7A). Moreover, irradiation increases thetein level and the secretion of PAI-1 in
HMVEC (Figure 7, B-C). Similar results were obsahwe HUVEC (Data not show).

Irradiation activatesthe Smad pathway in EC.

TGF{f/Smad pathway plays a key role in the control of-RAexpression in various cell types
under different conditions. Here we provide evideticat irradiation activates Smad pathway in
EC. Smad-dependent transcription was performeduBBiF{3/Smad responsive reporter CAGA

lux and results showed that irradiation activatem&-dependent transcription in EC (Figure 8A).



Moreover, irradiation rapidly increases phosphdigtaof endogenous Smad2 and Smad3 (Figure
8B). We confirmed this effect in EC which overexgsed Smad2 or Smad3 using Flag-tagged
Smad2 and Smad3 expression vectors (Figure 8C)ealutranslocation of Smad2 ,3 and 4 was
followed by immunoblotting using Myc-tagged verssoof Smads. Nuclear translocation of
Smad2, Smad3 and Smad4 as well as phosphorylatedl @nand 3 are stimulated 2 h after
irradiation (Figure 8D). However, 24h hours afteadiation, we observed an increased of nuclear
expression of Smad3 and Smad4 but not Smad2 suygestferent effects of Smad2 and 3 on
radiation-induced Smad target genes in EC. To suppeitro results and to demonstratevivo
relevance of our observations, immnunolabellingactivated Smad2/3 was performed in tissues
from patients treated with radiotherapy (Figure .8Bje observed an increased expression of
phospho-Smad2/3 in endothelium in pathologicaluBsscompare to control tissues suggesting
that,in vivo, Smad pathway is involved in PAI-1 overexpressio&C.

Radiation-induced PAI-1 expression involves Smad pathway

The wild type human PAI-1 promoter contains threma8 responsive element (CAGA) at
positions —730, -580 and —-280 (23). To provide ewvad that Smad pathway is involved in
radiation-induced PAI-1 transcription, HUVEC wergrtsfected with Wt human PAI-1-luc
reporter or human PAI-1-luc reporter with mutatmfrthe three CAGA boxedp123-PAlI-1 Luc)
(23). Irradiation stimulates luciferase activity HC transfected with Wt-PAI-1-luc but not with
Ab123-PAI-1 Luc demonstrating that at least one CAa& is involved in radiation-induced PAI-

1 transcription (Figure 9A). These results sugdhst stimulation of PAI-1 transcription after
irradiation is Smad dependent. To investigate tbke of Smad in radiation-induced PAI-1
transcription, EC were co-transfected with Flagged) Smad2, Smad3 or Smad7 and Wt-PAI-1-
luc luciferase activity was measured. In EC overesping SMAD?7, the radiation-induced PAI-1
transcription is inhibited demonstrating that thmkibitory Smad abolish the mechanism (Figure

9B). Moreover, overexpression of Smad3 but not Shretbngly stimulates the radiation-induced



Wit-PAI-1-luc luciferase activity showing that Smad3fluence the radiation-induced PAI-1
transcription (Figure 9B). To confirm these resuR#l-1 immunoblotting was performed in EC
transfected with Myc-Smad2 or Myc-Smad3. PAI-1 esggion is increased in EC overexpressing
Smad3 (Figure 9C) and when we co-expressed FlagiSmad Myc-Smad4 or Flag-Smad3 and
Myc-Smad4, only the combination of Smad3/Smad4ddadan increase in the radiation—induced
PAI-1 expression (Figure 9D). Because Smad3 butSm&ad?2 is involved in PAI-1 expression
after irradiation, we next examined whether irréidia induces the ability to Smad3 to bind
Smad4. Co-immunoprecipitation experiments show thratliation stimulates the formation of
Smad3/smad4 complexes (Figure 9E). All togeth@&sdhresults demonstrate that Smad pathway is
involved in radiation-induced PAI-1 expression i€ Bnd revealed that Smad3 and not Smad2
plays a crucial role in this mechanism.

Smad3 and p53 are necessary for radiation-induced PAI-1 expression.

lonizing radiation leads to double-strand DNA breakd the tumor suppressor p53 is one of the
key proteins involved in radiation cellular respenahich coordinates apoptosis, cell cycle
progression and mechanisms of DNA repair. Receithgemanet al showed that radiation-
induced PAI-1 transcription in tumor cells is pS5&diated (15). We hypothesised that p53 is
involved in PAI-1 expression in EC after irradiatioAs expected, irradiation of EC stimulates
expression and nuclear translocation of p53 (FgW®@A-B). To investigate the transcriptional
cooperation between p53 and Smads, HUVEC wereféetesl with Myc-Smad3 or Myc-Smad4
and co-immunoprecipitation experiments were peré@m Smad3 but not Smad4 co-
immunoprecipitates with p53 after irradiation sugigey that a Smad3/p53 transcriptional
cooperation could activate PAI-1 transcription (Fg 10C). To prove that Smad3 and p53 were
involved, we decided to knockdown their expressismg siRNA. For Smad3, the efficiency of
silencing was determined by reporter gene assaynastern blot. In presence of SIRNA Smad3,

the TGFB1 induced (CAGAy-Luc luciferase activity is inhibited and westerotbshow a strong



decrease of Smad3 expression (Figures 10, D-E)edder, p53 expression is strongly decreased
in HUVEC transfected with siRNA p53 (Figure 10F)ext, the effect of Smad3 or p53 silencing
on radiation-induced PAI-1 transcription and expi@s was studied. The radiation-induced Wit-
PAI-1-luc luciferase activity is abolished in prase of siRNA Smad3 or siRNA p53 (Figure
10G). This effect was confirmed by western-blot dedhonstrate that the silencing of smad3 and

p53 leads to the inhibition of the radiation-inddd®Al-1 expression in EC (Figure 10H).



Discussion

In this report, we demonstrate for the first tirhe tnajor role of PAI-1 in radiation-induced
normal tissues damages. These data supply the pfoobncept that PAI-1 may represent a
molecular target to limit injury following radiothepy. Moreover, investigation of molecular
mechanisms involved in radiation-induced PAI-1 eggion in EC revealed a new role of Smad
pathway in the pathogenesis of radiation-inducedatges.

In a model of radiation enteropathy in mice, weadle demonstrate that PAI-1 plays a
crucial role in radiation-induced intestinal lesifmiiowing a high single dose of radiation. More
than fifty percent of wild type mice died in thexhéen days following radiation as prevoioully
described (24). PAI-1 knockout mice are protectgairest radiation-induced damages with a very
higher proportion of surviving mice and a radiatiojury score less severe compared to irradiated
Wt mice. These results show that genetic deficienic}?Al-1 protect against radiation-induced
damages and suggest an early deleterious effé@fAbf in Wt mice. PAI-1 mRNA expression is
rapidly induced in irradiated intestinal segmerdnir wild type mice and we showed that the
functionality of the intestine 3 days after irratha is more severely affected in Wt mice
compared to PAI-1 -/- mice. Moreover, PAI-1 up-riagion is observed in endothelium. Radiation
causes loss of vascular thromboresistance duey pard decreased fibrinolysis (25). PAI-1 limits
fibrinolysis and we hypothesized that PAI-1 conité to the acute response of endothelium to
lonising radiation. We show that radiation decrsake rolling velocity of leucocytes and platelets
only in Wt mice. Moreover, radiation enhances pétadhesion in Wt mice but not in PAI-1 -/-
mice. These results show that genetic deficiendyAdfl limit the interaction between blood cells
and endothelium following radiation and stronglyggest that PAI-1 play a crucial role in the
vascular response to ionising radiation. PAI-ligkeficy in human is associated with abnormal
bleeding (26) and PAI-1 knockout mice are lesslyike develop venous thrombi (27) while mice

overexpressing a human transgene develop sponsmtl@amboses (28). Our results suggest that
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radiation-induced hypo-fibrinolysis is abolishedRAI-1 -/- mice and consequently protect these
mice against deleterious effects of the loss ahtro-resistance of the endothelium. However our
results don’t exclude a direct role of plateletslded, the release of T@Ffrom platelets at sites

of vascular injury may induce PAI-1 expression umresunding EC and thus inhibits fibrinolysis.
Moreover, platelets express large amounts of PAR9) and radiation-induced platelet adhesion
could contribute to stabilization of blood clotarther investigations are needed to determine the
precise role of PAI-1 and discriminate the conitibn of different pools of PAI-1i . platelets,
endothelium) in radiation-induced injury.

We observed a reduction of fibrosis in PAI-1 -/wéeks after irradiation suggesting that
early effects could contribute to delayed effedteadiation injury. Our results support the concept
of “consequential late effects” defined as lateiaton damage occurs as a direct consequence of
the severity of acute damage (2). A large numbestrategies in experimental models showed that
the reduction of late effects is associated withmaprovement of acute effects (30-33). So, in a
clinical point of view, our results suggest thabphacological strategies aimed to inhibit PAI-1
activity could prevent acute and late effects diation-induced normal tissues damages. PAI-1 is
up-regulated in fibrotic diseases including hepatidmonary or renal fibrosis and PAI-1 knockout
mice are protected against fibrosis in various m¢8é-37). Here we demonstrate that radiation-
induced fibrosis is less severe in PAI-1 -/- sugjggsthat PAI-1 inhibition could be a good anti-
fibrotic strategy in different models of radiatiomduced fibrosis. By competing with endogenous
PAI-1, a mutant non-inhibitory PAI-1 was describedreduce glomerulosclerosis (38) and a
pharmacological PAI-1 inhibitor protect mice agaiteng-term nitric oxide synthase inhibition
induced thrombosis (39). The efficiency of pharmagizal inhibition of PAI-1 in radiation-
induced normal tissues damages is an attractivappetive of our study.

TGF{31 is a key fibrogenic cytokine involved in radiatimduced normal tissue damages

(5) and is a strong inductor of PAI-1 expressioGF31 transduces the signal by inducing
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heteromeric complexes of typel and typell receptath intrinsic serine/threonine kinase activity
(40). Activated type | receptor kinases phosphaeyReceptor-regulated Smads (R-Smads) at their
extreme C-terminal serine residues and phosphed/i&-Smads form heteromeric complexes
with common-partner (Co)-Smad,e. Smad4 (41). Smad complexes accumulate in the umsicle
and control the expression of target genes. We dgbothe first time that PAI-1 is overexpressed
in the endothelium of pathological tissue from @ats treated with radiotherapy. Interestingly,
radiation-induced damages in patients were assaciatth a increase of phosphorylated -Smad
2/3 in endothelium suggesting that Smad pathwagvslved in the overexpression of PAI-1 in
ECinvivo. Invitro, TGF{31 secretion is increased in EC after irradiatia) @nd an upregulation
of TGFf3 in endothelium was observed in radiation-inducathages in rats (43) and in patients
treated with radiotherapy (42). All together, thésults suggest that radiation-induced TG H
endothelium can activate Smad pathway via an aocloop. In vitro experiments were
performed to determine molecular mechanism involiverhdiation-induced PAI-1 expression in
human endothelial cells. PAI-1 expression is inseglain EC following radiation and we show that
irradiation activates Smad pathway in EC. Whilehb8mad2 and Smad3 mediate signals from
TGF{3, a large number of evidence demonstrates that tlaeye llifferent and non-redundant
functions. The transcriptional mechanism is differand while Smad3 bind DNA directly through
its MH1 domain, Smad2 activates transcription ofbea genes indirectly through other DNA
binding proteins (41). In this study, we demonstriat radiation-induced PAI-1 transcription in
EC is Smad3-dependent. These results confirm gmoostuthe concept that Smad3-targeted genes
are critical mediators of radiation-induced damagesormal tissues. Our group showed recently
that a Smad3 pathway is involved in the fibroggpienotype of vascular smooth muscle cells
induced by irradiated EC (42) and interestinghgrielerset al showed that Smad3 null mice are

less susceptible to radiation-induced injury (4%). 4owever it is not clear whether the putative
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Smad3 genetic deficiency is associated with altradf PAI-1 expression following radiation and
experiments to answer this issue need to be peefirm

Crosstalk between Smad pathway and other signapeitpways have been previously
described (46). Our results demonstrate that pS53esessary for radiation-induced PAI-1
expression in EC. The tumor suppressor p53 is dtieeamost frequently mutated genes found in
human cancers. p53 plays a key role in the cgliolese to ionizing radiation and the activation of
p53 in response to DNA damages allows the preservatf genomic stability by controlling
mechanisms of DNA repair, cell cycle progressiod apoptosis (47). However, it is now clear
that p53 play a key role in other physiologicalsl @athophysiologicals conditions by controlling
the expression of various genes. Our study rewbalsp53 could contribute to radiation-induced
normal tissues toxicity by inducing PAI-1 expressim endothelial cells in cooperation with
Smad3. PAI-1 was described as a direct target 8f(#8) in tumor cells and a study using a DNA
microarray technology showed that PAI-1 is a p58ulated gene following ionizing radiation
(49). Radiation increases PAI-1 expression in rasangial cells (16), NRK52E cells (18) and
recently Hageman et al showed that mutation of & lphding element in the PAI-1 promoter
abolished the radiation-induced PAI-1 transcriptionHEPG2 cells (15). Radiation and T@F-
cooperate in the radiation-induced PAI-1 trans@iptsuggesting that a p53/Smad pathway is
involved in this mechanism. The crosstalk betwe&3 @and Smad pathway is involved in
embryonic development in the frog (50, 51) and @oohsiet al showed that a specific
cooperation and physical interaction of Smads w8 play a key role in embryogenesis (50).
They showed that p53 is a DNA-binding Smad trapsicmal partner that physically bind to R-
Smads to controle the activation of promoters tioaitained both p53 and Smad binding elements.
Our results show that irradiation induces the ptajsinteraction between p53 and Smad3 in EC
and knockdown experiments demonstrate that bothldSraad p53 are necessary for the radiation-

induced PAI-1 expression. To our knowledge, thishis first report which demonstrates that a
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p53/Smad3 pathway is involved the response of nloeeiks to ionizing radiation. Our results also
suggest that p53 could contribute to radiation-cadlinormal tissues damages by inducing the
expression of PAI-1 in endothelial cells and subsedly contribute to the loss of
thromboresistance of endothelium. Further investga are needed to understand the precise role
of p53/PAI-1 connexion in radiation-induced norrissues damages.

In conclusion, our study shows for the first tirhattPAI-1 plays a critical role in radiation-
induced damages in normal tissues. These datailmatetrto the knowledge of the normal tissue
response after irradiation and especially on the od Smad3/p53 pathway in radiation-induced
PAI-1 expression in endothelium. Our results inthda@Al-1 may represent a therapeutic target in

order to prevent and/or reduce side effects obthdrapy.
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Methods

Animalsand irradiation procedure

Experiments were conducted in compliance with legadulations in France for animal
experimentation (European act # 2001-486, June0d)2@nd standard operating procedures and
protocols were approved by the ethics committeeafomal experimentation of the Institute for
Radioprotection and Nuclear Safety. Wild type C38Bland PAI-1 -/- mice (52) (Charles River
Laboratories) were maintained on a 12-hour lightkdaycle. They were given a standard chow
diet and had free access to water. Mice were amateztd by inhalation of 5% isoflurane and
maintained under anaesthesia with 1.7% isofluraneng radiation exposure. Animals first
underwent laparotomy and a 2 to 3cm-long jejunghrent (10cm from the ileocoecal valve) was
exteriorised and exposed to a single dose of 1%®ynea irradiation (CB8 source, 4000 Ci, dose
rate 1.4Gy/min). The animal, except the exteriarisatestine, was entirely protected by
appropriated lead screens. During irradiation, afidal organs were covered with sterile saline
solution-moistened gauze. Sham irradiation wasopedd by maintaining the jejunal segment
exteriorised without radiation exposure. After edtin exposure or sham-irradiation, the exposed
segment was returned to the abdominal cavity amdopeum/abdominal muscles and skin were
separately closed with interrupted sutures. Aftegery mice were kept in standard cages and had
free access to chow and water.

Histology and lmmunohistochemistry

The totality of the intestinal segment was asseg$sedistology. Longitudinal sections of the
intestine were fixed in 4% formaldehyde solution @mbedded in paraffin. Slides were stained by
haematoxylin-eosin-safran and Sirius red coloratiétadiation injury was determined score using
a radiation injury scoring system described anddestd by Hauer-jensen’s group including
mucosal ulcerations, epithelial atypia, thickeniofgserosa, vascular sclerosis, fibrosis of the

intestinal wall, ileitis cystica profunda and lympbngestion (43). The individual abnormalities
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were graded according to severity (0 to 3) andstima of the scores for each parameter constitutes
the radiation injury score. It was determined iretegently by two authors in a blinded manner and
discrepancies were resolved in conference. For inmistochemistry, frozen sections from Wt
mice were fixed with acetone and von WillebrandtdacvVWF) and PAI-1 labellings were
performed using specific antibodies (rabbit antam vWF, Dakocytomation ; rabbit anti-mouse
PAI-1, Abcam). Slides were then incubated with ga#t-rabbit IgG tagged with Alexa Fluor 488
(Molecular Probes), rinsed, and counterstained @Alr| (Vector).

Ussing chamber experiments

Ussing chamber experiments were used to evalutgstimal functionality in wild type and PAI-1-

/- mice exposed to a localised dose 19Gy. Tissopkes were rinsed with saline (0.9% NacCl) and
mounted in Ussing chambers with 0.126”@perture (Corning Costar Corporation). Tissueswer
bathed with a modified Krebs buffer containing (nmM) 115.0 NaCl, 8.0 KCI, 2.0 K§#PQ,, 2.4
MgCl,, 1.3 CaCl, 25.0 NaHCQ, 37°C, pH 7.4, and gassed with 95%/3% CQ. The serosal
buffer contained 10.0 mM glucose, while the mucdsdfer 10.0 mM mannitol. Tissue responses
to electrical field stimulation (EFS) and carbachetre measured by clamping the potential
difference to 0 mV, under short circuit currentcfl€onditions with a voltage-clamp apparatus
(DVC-1000, World Precision Instruments). EFS (10QWIse duration of 500uS, total stimulation
time of 3 s, frequency of 35 Hz) was applied withdaal impedance stimulator (Harvard
Instruments). Carbachol (final concentration 5.1d), was added on the serosal side (added
volume 20ul). Each tissue was submitted to 35Hz &kBSsubsequent carbachol stimulation.
Intravital microscopy

Intravital microscopy was used to quantify rolliagd adhesion of leukocytes and platelets in the
mesenteric venules from wild type C57Bl/6J and BRAI~ mice after an abdominal single
exposure of 15 Gy. Sham-irradiated mice were hahlite irradiated mice but were not exposed

to the radiation source. 24 H after irradiationcenwere anesthetized by intraperitoneal injection
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of 2.5% tribromoethanol and leukocytes and plaseletre stained by intravenous administration
of 10.4% Rhodamin 6G (62.5 pl/mouse, Sigma). Theemeery was gently exteriorized through a
midline abdominal incision and was placed in a 5®atn coated Plexiglas chamber for
observation of the mesenteric microcirculation. -280 um diameter venules were selected for
direct observation of leukocyte- and platelets ethdlium interactions as previously decribed
(12). Venules were filmed for 5 to 10 minutes aidkw recording was resumed for another venule
(up to four vessels were analyzed for each mouQepntification of blood cells-endothelial
interactions (rolling and adhesion) was made ushng software Histolab 4.3.6 (Microvision
Instruments). A platelet was considered to be adtiavhen it was stationary on the endothelium
for more than 2 minutes. Leukocyte and plateleteimelial interactions were analyzed within a
square of 50X50um? and quantifications were noedlithereafter per 0.01 mm2/min.

Cedll cultureand irradiation

HMVEC (Dermal human microvascular endothelial gelnd HUVEC (human umbilical
endothelial cells) were purchased from Cambrex eultured in EGM-2 MV culture medium.
Cells were irradiated with 5'Cs source (IBL 637, dose rate 1 Gy. mijn

RNA isolation and RT real time PCR

Total RNA was prepared with the total RNA isolatikih (Rneasy Mini Kit, Qiagen). Total RNA
guantification and integrity was analysed usinglégi 2100 bioanalyzer and 1 pg of RNA was
used for RT with SuperScript Il (Invitrogen Life drenologies) and random hexamer to generate
first strand cDNA. The following primers were useduman PAI-1 (F 5 GCA CAA CCC CAC
AGG AAC AG 3, R 5 GTC CCA GAT GAA GGC GTC TTT 3Thermal cycling conditions
were 10 min at 95°C followed by 40 cycles of 958€ 15s and 60°C for 1 min on an ABI PRISM
7700 Sequence detection system (Applied Biosysteighificant PCR fluorescent signals were

normalized to a PCR fluorescent signal obtainedhftbe housekeeping gene GAPDH or (Pre-
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developed Tagman Assay, Applied Biosystems) foheatnple. Relative mMRNA quantitation was
performed by using theomparativeAACy method.

Plasmids

Expression vectors for 6xMyc-Smad2, 6xMyc-Smad3yigx-Smad4, Flag-Smad2, Flag-mad3,
Flag-Smad7, (CAGA)9-Lux, WtPAI-1 Lud)123-PAI-1 Luc were previously described (23, 53,
54).

Reporter Gene assay

HUVEC were transiently co-transfected with expressvectors reporter and pRL-TK plasmids
using FUGENE (Roche Diagnostics) as transfect@gent. Cells extracts were prepared for the
Dual-Luciferase reporter assay system according nfamufacturer’s instructions (Promega).
Relative luciferase activity was measured usingithfds luminometer (Berthold Technologies).
Protein extraction

Cells were lysed at 4°C in RIPA buffer (10 mM Tnd{ 8.8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 %
sodium deoxycholate, 1 mM sodium vanadate, 0.1 9%5,SD % Igepal and protease inhibitor
cocktail). Cell lysate was centrifuged at 13500 rpdnmin and supernatant constitute total protein.
Furthermore, nuclear protein extracts were prepasaty the method of Schreiber (55).
Immunoblotting

The following protein-specific primary antibodiegeme used: anti—-PAI-1 (Novocastra Laboratories
Ltd) anti-Smad2, anti-Smad3 (Zymed Laboratoriem)ti-Smad4 (B-8) , anti-p53 (DO1), anti-Myc
(9E10) (Santa Cruz Biotechnology), anti-Phospho @&nanti-Phospho Smad2 (Cell Signalling
Technology), anti-FlagM2 (Sigma), and anti-GAPDHigdesign). Proteins were separated by
SDS-PAGE electrophoresis before transfer onto cefiolose membranes. The membranes were
blotted with primary antibodies followed by incuioet with secondary antibody HRP-conjugated

(Amersham). Blots were developed using the enhanhedhiluminescence method (Amersham).
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Membranes were then deshybridised and reprobedamitinGAPDH antibody to detect GAPDH
expression as control loading.

I mmunopr ecipitation

Cell lysates were subjected to immunoprecipitatidth appropriate antibodies overnight followed
by adsorption to Sepharose protein G for 1h. Imrpuedpitates were resolved by
immunoblotting as descrived above.

PAI-1 ELISA assay

PAI-1 production in the supernatanté EC was determined by ELISA assay (American
Diagnostica) according to the manufacturer's imsibas.

RNA interference

The sequence of siRNAs designed to specifically ggar Smad3 is 5'-
ACCUAUCCCCGAAUCCGAUTAT- 3’ (42). SIRNA targetinguiman p53 were purchased from
Santa Cruz Biotechnology.

Patients, radiation injury score and immunohistology

Twenty Five patients treated for rectal adenocaacimith preoperative radiotherapy (45Gy; 2 or
1.8 Gy by fraction) were included in this studymiars were surgically resected 5 to 7 weeks post-
treatment. For each patient, specimens of normesiliéi were taken in the irradiated field adjacent
to the tumor and from microscopically normal mucdstant from the tumor. Slides were colored
by haematoxylin-eosin-safran coloration and radratnjury score was determined independently
by two authors as previously described in deta&B).(For immunohistochemistry, 5um sections
were used to immunolocalize PAIfINovocastra Laboratories Ltd) and phospho-(sed&3/
Smad2/3 (Santa Cruz Biotechnology). Biotinylated bbra anti-mouse IgG and
Streptavidin/biotynilated-peroxydase kit (Dakocytimmn) were used before revelation by

NovaRED substrate kit (Vector) and counterstaingd thematoxylin.
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Statistical analyses
Data are given as mean + SEM. Statistical analses performed by ANOVA or Student’s t test
with a level of significance of P<0.05. For intr@limicroscopy analyses, statistical significance

was assessed by Mann-Whitney Rank Sum Test. Mause/al curves were calculated with the

Kaplan-Meier method and compared using the log task
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Figurelegends

Figurel: Survival of PAI-1-/- miceisincreased following 19 Gy intestinal irradiation.

A) Kaplan-Meier analyses represents the percentvairef PAI-1 +/+ and PAI-1-/- mice during
14 days after irradiation. P< 0.005 vs the thréeist groups (Log Rank TesB) Percent survival

of PAI-1 +/+ and PAI-1-/- mice six weeks afteraidiation. P< 0.005 vs PAI-1 +/+ 19 Gy (Log
Rank Test)

Figure 2: Acute and late radiation enteropathy werereduced in PAI-1 -/- mice.

A jejunal segment from PAI-1 +/+ and PAI-1-/- mia@s exposed to a single dose of 19Gy. Two
and six weeks after irradiation, the totality oé tintestinal segment was assessed for histology and
Radiation injury was determined using a radiatigjary scoring systermA) Radiation injury score
was measured 2 and 6 weeks after irradiation, mait2 per group, P<0.05vs PAI-1 +/+ Sham
mice,# P<0.05vs PAI-1 +/+ irradiated miceB) Representative microscopique alterations obtained
in PAI-1 +/+ and PAI-1 -/- mice are shown (origimahgnification x100). Slides were stained with
haematoxylin-eosin-safran coloratio®) Representative macroscopique features obtained in
PAI-1 +/+ and PAI-1 -/- mice obtained 6 weeks afireadiation are showrnD) Representative
microscopique alterations obtained in PAI-1 +/+ &@8l-1 -/- mice obtained 6 weeks after
irradiation are shown (original magnification x108})ides were stained by Sirius red coloration.
Figure 3 : Acute Intestinal functionality is better in PAI-1 -/- compared to PAI-1 +/+ mice
after irradiation.

Percent inhibition ofisc in response té) electrical field stimulation (35 Hz) dB) exogenous
carbachol stimulation in irradiated tissues fromI-RA+/+ and PAI-1 -/- mice 3 days after
irradiation. Results are means + SEM with n=13Tamice per group,P<0.05vs Sham mice#

P<0.05vs PAI-1 +/+ irradiated mice.
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Figure4: PAI-1 expression isincreased in vivo after irradiation

A) PAI-1 mRNA expression was measured 3 days aft@diation (n=10 mice per group *p<0.05).
B) Ten-micron frozen sections of PAI-1 +/+ mice siiee (3 days after irradiation) were stained
with antibodies against VWF or PAI-1 (green) andurderstained with DAPI (blue).
Representative images (X200 original magnificatiw® shown and arrows indicate vessels.
Figure 5 : Irradiation increases blood cells-endothelial interactions in PAI-1+/+ and not in
PAI-1-/- mice.

Intravital microscopy was used to quantify rolliagd adhesion of leukocytes and platelets in the
mesenteric venules from PAI-1 +/+ and PAI-1 -/- en{0=6 mice per group) after an abdominal
single exposure of 15 Gy. The mesentery was exiee and blood cells-endothelial interactions
(rolling and adhesion) was quantified. 24h afteadrationA) Rolling velocity of leukocytes was
measured in PAI-1 +/+ and PAI-1 -/- mid®). Representative images from 3 irradiated PAI-1 +/+
(Top) and 3 PAI-1 -/- mice (Bottom) are shown. Tit&ck arrows indicate leukocyte and the white
arrows indicate platelet€) Parameters platelets adhesion were determinedltR@se means *
SEM. Statistical significance was assessed by Mahiiney Rank Sum Test. * P<0.05, **
P<0.001

Figure 6 : Radiation-induced normal tissue damages in human is associated with
overexpression of PAI-1in endothelium

A) Radiation injury score was determined in 25 pasietneated by radiotherapy for rectum
adenocarcinoma. For each patient, specimens attisere taken in the irradiated field adjacent to
the tumor (pathological) and from microscopicallprmal mucosa distant from the tumor
(control). Immunohistochemical staining of PAI-1 sv@erformed and slides were separated
according to the positivity of PA1-1 expressioneindothelium.B) Representative microscopic

images from control and pathological submucosateissare shown.
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Figure7: Irradiation increases PAI-1 expression and secretion in EC

A) PAI-1 expresssion was investigated by real tim&RCHUVEC and HMVEC 24h and 48h
after 2 or 10Gy irradiation. Data are the mean MSH#H 4 independent experiments realized in
duplicate or triplicateB) PAI-1 protein expresssion was measured by westetin HUVEC and
HMVEC. Representative western-blot of 3 independxperiments are show@) PAI-1 content
was determined by ELISA assay in HMVEC supernat@dtdours after 2 or 10Gy irradiation
Data are the mean = SEM of 3 experiments realizedglicate. 2<0.05vs control

Figure 8: Irradiation activates Smad pathway in EC

A) HUVEC were transiently co-transfected in complatedium with (CAGA)9-Luc reporter
(1png) and pRL-TK (0.2u0) plasmids using FUGENErasdfection reagent. 48h after transfection,
culture medium was changed and cells were irradliaielative luciferase activity (ratio
Firefly/Renilla) was measured 24h after irradiatisfUVEC treated with 5 ng/mL of TGB1 for

24 hours is shown. Data are the mean = SEM of 8gaddent experiments (n=6 by experiment).
*P<0.05vs control.B) Phospho-Smad2 and phospho-Smad3 protein expregsa®measured by
western-blot in HUVEC 2h after irradiatio@) HUVEC were transfected with Flag-Smad2 or
Flag-Smad3 expression vector 48h before irradianod the phosphorylation of Smad2 and
Smad3 protein expression was measured by westetrhl after irradiationD) HUVEC were
transfected with the indicated expression vectdr B&fore irradiation and nuclear expression of
Smad2, Smad3, Smad4, phospho-Smad2 and phosph®Smaadmeasured by western-blot 2h
and 24 h after irradiation. HUVEC treated with 1§/mL of TGF{1 for 2h or 24 h hours is
shown.E) Immunohistochemical staining of Phospho-Smad2/8 pexformed in tissues from 10
patients treated by radiotherapy for rectum adecotama. Representative microscopic images

from control and irradiated submucosal vesseésshown.
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Figure 9 : Radiation-induced PAI-1 expression involves Smad pathway.

A) HUVEC were transiently co-transfected in completedium with Wt PAI-1-Luc reporter or
CAGA box-mutated PAI-1 Luc reportehl§123-PAI-1 Luc) and pRL-TK plasmids using FUGENE
as transfection reagent. 48h after transfectioftui® medium was changed and cells were
irradiated. Relative luciferase activity (ratio éfiy/Renilla) was measured 24h after irradiation.
HUVEC treated by 5 ng/mL of TGB1 for 24 hours is shown. Data are the mean + SEN of
independant experiments (n=6 by experimen®<0.05 vs control. B) HUVEC were transiently
co-transfected with indicated expression vector ¥WtdPAI-1-Luc reporter plasmids . Relative
luciferase activity was measured 24h after irraoitC) HUVEC were transfected with indicated
expression vector and PAI-1 protein expression wasasured by western-blot 24h after
irradiation. HUVEC treated by 10 ng/mL of TGH- for 24 hours is showrD) HUVEC were
transiently co-transfected with Myc-Smad4 and Flagad2 or Flag Smad3 and PAI-1 protein
expression was measured by western-blot 24h aftdiation.E) HUVEC were transiently co-
transfected with indicated expression vector. 24fttera irradiation cell lysates were
immunoprecipitated (IP) with anti-Flag antibody animunoblotted (IB) with anti-Myc. HUVEC
treated by 10 ng/mL of TGB1 for 24 hours is shown.

Figure 10 : Radiation-induced PAI-1 expression involves Smad3 and p53.

A) p53 expression in HUVEC was measured by westenh-Dth after irradiationB) Nuclear
expression of p53 in HUVEC was measured by wedtern2h and 24 h after irradiation. HUVEC
treated by 10 ng/mL of TGB1 for 2h or 24 hours is show@) HUVEC were transfected with
Myc-Smad3 or Myc-Smad4. 2h and 24 h after irradratiThe association of p53 with Smad3 or
Smad4 was analysed by blotting the anti-Myc immuiaoipitate with anti-p53D) HUVEC were
transiently transfected with (CAGA)9-Luc reporterdapRL-TK plasmids in absence or presence
of SIRNA Smad3. Relative luciferase activity wasaswred 24h after irradiation. HUVEC treated

by 5 ng/mL of TGHB1 for 24 hours is showrt-F) HUVEC were transfected with siRNA Smad3
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or siRNA p53 and the silencing efficiency was deii@ed by western-blotG) HUVEC were
transiently co-transfected with Wt PAI-1-Luc remortand pRL-TK plasmids in presence or
absence of siRNA Smad3 or siRNA p53. 48h aftersfiestion, culture medium was changed and
cells were irradiated. Relative luciferase activitgs measured 24h after irradiati¢t). HUVEC
were transfected with sSiRNA Smad3 or siRNA p53 Béffore irradiation. PAI-1 expression was

measured by western-blot 24h after irradiation.
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lll Discussion générale et perspectives

Le nombre de personnes atteintes de cancer augrleadgie année. Parmi ces plusieurs
centaines de milliers de patients, plus de la #ddnt traités par radiothérapie seule ou en
combinaison avec d’autres traitements comme lauddig ou la chimiothérapie. Ainsi, on estime
par exemple a 180 000 en France, 1.5 million erm@aiet 1 million aux Etats-Unis le nombre de
personnes traitées par radiothérapie chaque ahfeficacité des traitements par rayonnements
ionisants vient de leurs capacités a générer deenk létales aux cellules principalement par
I'induction de dommages a I’ADN. Dans le domainelaeadiobiologie, beaucoup d’efforts sont
fournis pour décrypter les mécanismes de radios#itésiou de radiorésistance des cellules
tumorales. Dans le domaine de l'oncologie, I'étule ces mécanismes permet de trouver de
nouvelles cibles moléculaires et de tester des elms/drogues afin d’optimiser I'efficacité anti-
tumorale des associations radio-chimiothérapeusicpie plus précisément, de trouver des radio-
sensibilisants des cellules cancéreuses. Une atiemtcomplémentaire de ces recherches vise a
comprendre les mécanismes associés aux effetediéde l'irradiation sur les tissus sains. En
effet, 'amélioration des traitements anticancérgéxéerent logiquement une augmentation de la
survie des patients et donc une augmentation geolzabilité de développer des séquelles tardives
(Andreyev, 2005)L’objectif ultime de ces recherches est de meattrglace des stratégies visant a
protéger ou limiter les atteintes radio-induitex agsus sains sans compromettre et méme dans

I'idéal d’améliorer I'efficacité curative des traihents des tumeurs par radiothérapie.

Récemment Bentzen a discuté de l'importance eadetessité d’intensifier les études de
recherche fondamentale ciblées sur la compréhem@smmécanismes moléculaires associés aux
dommages radio-induits aux tissus sdisntzen, 2006)En effet, malgré quelques résultats pré-
cliniques et clinigues démontrant une certainecafiité thérapeutique, il n'existe pas aujourd’hui
de stratégie thérapeutique consensuelle visanbt@gar le tissu sain irradié dans le cadre d’'un
traitement d’'un cancer par radiothérapie. Poustant les efforts se sont essentiellement portés su
I'optimisation des protocoles radiothérapeutiques-mémes ainsi que sur I'amélioration des
techniques de radiothérapie qui visent a limitetamonent la dose ou le volume de tissu sain
irradié. C’est pourquoi, en complément de ces ad@maans le domaine de la radiothérapie, il
convient de s’attacher a décrypter les bases mlaiéesi impliquées dans les séquences des
événements associés aux lésions radio-induitesisdess sains. Dans ce domaine, les orientations
de recherche sont principalement de deux typetes-études visant a comprendre les mécanismes
initiaux des dommages radio-induits et de déveloples stratégies visant a prévenir I'apparition
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des effets tardifs des radiothérapies comme lesdds radiques - des études visant a comprendre
les mécanismes impliqués dans le maintien desnigdardives et de développer des stratégies de
réversion de la fibrose établie. Clairement, legatégies préventives constituent un intérét et un

impact clinique trés important et la mise au poiattelles stratégies représente un intérét crdissan

pour les cliniciens.

Comme nous lavons vu dans [lintroduction, les cantiments vasculaires,
mésenchymateux, épithéliaux ou encore les réactidlaanmatoires et immunitaires participent a
I'initiation et a la chronicité des dommages. Depde nombreuses années, le réle du compartiment
vasculaire est systématiquement décrit dans lagesespécialisées comme étant une composante
déterminante et prometteuse en terme de stratégiectierchéDenham and Hauer-Jensen, 2002)
Cependant les études publiées dans le domainentreates et concernent 5 a 10 publications par
an. C’est la raison pour laquelle nous nous sompraxipalement attachés a éclaircir les
mécanismes impliqués dans l'initiation des |ésiadio-induites aux tissus sains et notamment le
réle du compartiment vasculaire'objectif initial de ce travail de these était decontribuer a
I'avancement de la compréhension du réle de I'endbélium dans les dommages vasculaires et

tissulaires radio-induits et d’identifier de nouveles cibles thérapeutiques potentielles.

Les Iésions vasculaires chez ’lhomme sont assoc#&tsprolifération, a la migration et a

un phénotype pro-fibrosant des cellules musculaitisses vasculaires.

Dans chaque réaction tissulaire suite a un stiesgompartiment vasculaire et plus
précisément la cellule endothéliale joue un roléemhdinant. Ainsi, I'apoptose endothéliale,
'augmentation de la perméabilité vasculaire, Reation cellulaire et le recrutement de cellules
inflammatoires ainsi que I'activation du systéme atmgulation participent a l'initiation et la
progression des lésions vasculaires et tissulamdg-induites. Comme nous l'avons vu dans
I'introduction, le dialogue entre les cellules etiddiales et les cellules musculaires lisses
vasculaires est un élément essentiel de l'initmtles dommages vasculaires dans les pathologies
comme l'athérosclérose, I'hyperplasie néointimald’bypertension. Suite a une irradiation, le réle
des relations cellules endothéliales/CML vascugaire quasiment pas été abordé jusqu’a présent.
Seule une étudm vitro, utilisant des modeles de co-culture, montre queadiation des cellules
endothéliales a une tres forte dose unique de 4n'Bjluence pas la prolifération des CML
vasculairegde Crom et al., 2001 Cependant, des études a des doses d'irradidtisrrgevantes

méritaient d’étre entreprises afin de confirmer éssiltats. Bien que les Iésions microscopiques des
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vaisseaux soient connues depuis longtemps etvata¢int bien décrites, il n’existe pas dans la
littérature des études visant a caractériser aganivmoléculaire les lésions vasculaires radio-
induites.

La connexion du laboratoire avec des cliniciensiothérapeutes de ['Institut Gustave
Roussy de Villejuif nous a permis de realiser unal@ rétrospective afin d’affiner la description
des lésions vasculaires radio-induites chez I'nombaepremiere contrainte était de choisir des
|ésions relativement homogenes en terme de dosadiation et d’apparition des Iésions aprés la
radiothérapie. Pour cela, nous avons choisi d'étutls Iésions vasculaires observées apres
radiothérapie chez des patients atteints d’adénimzane du rectum. Le traitement conventionnel a
I'Institut Gustave Roussy pour ce type de cancdr I'essociation radiothérapie (45 Gy) /
chimiothérapie (5-FU) suivi par une résection cigicale environ 6 semaines aprés la derniere
dose d'irradiation. Une quarantaine de patients smius dans cette étude et, pour chaque patient,
un fragment tissulaire en zone irradiée proche detdmeur et un fragment en zone
macroscopiquement saine a distance de la tumew@téselectionnées par un meédecin pathologiste
pour les analyses histologiques et immuno-histoichies.

Comme décrit par Fajardo, nous avons identifiéldegns vasculaires qui se caractérisent
principalement par des hypertrophies et dystrophéssulaires sévéres, de la fibrose vasculaire et
péri-vasculaire, ainsi que des lésions d’hyperplagio-intimalgFajardo, 2005)D’autre part, une
forte corrélation a pu étre mise en évidence digpaississement vasculaire et le score d’atteinte
radio-induite globale du tissu incluant tous lesnpartiments. Ceci montre d’'une part que les
|ésions vasculaires sont une composante de I'tdtéssulaire globale et suggere que la sévérité de
I'atteinte vasculaire pourrait constituer un facteléterminant dans la réponse tissulaire aux
rayonnements. Les marquages immuno-histochimiqad&esma, de la calponine, du PCNA, et
des collagenes fibrillaires | et Ill ont permis denfirmer plusieurs hypothéses émises dans la
littérature. Ainsi, nous avons montré que les Igsivasculaires étaient associées a une stimulation
de la prolifération des cellules musculaires lis§autre part, la surexpression des collagends | e
lll, a la fois dans les parois vasculaires et dasszones périvasculaires ont permis de mettre en
evidence le phénotype pro-fibrosant de ces celll#gin, nous avons clairement identifié les
cellules musculaires lisses vasculaires dans leseszad’hyperplasie néo-intimale suggérant
fortement que la migration et la prolifération des cellules participent a ce type de Iésion radio-
induite. De maniére intéressante, méme si I'éveneindiateur est différent, on peut observer des
processus qui semblent similaires a ceux décrits des Iésions vasculaires associées a d’autres
pathologies comme I'athérosclérose. Dans ce cantexus avons émis I'hypothése que les cellules

endothéliales avaient un role prépondérant et agass mis en place des stratégies expérimentales

106



afin de savoir si ces cellules étaient capablesfldéncer la prolifération, la migration et le

phénotype pro-fibrosant des CML vasculaires apradiation.

Les cellules endothéliales irradiées stimulent, vitro, le phénotype pro-fibrosant des

CML vasculaires par un mécanisme dépendant de |&eviGF-ASMAD.

Les expériences de co-culture nous ont permis pendde a cette question et nous avons
montré que les cellules endothéliales irradié@swaientin vitro, la migration, la prolifération et le
phénotype fibrogénique des CML vasculaires. Ceslta#s mettent en lumiére les nombreuses
hypothéses concernant des signaux paracrines popagitiper a l'influence d'un type cellulaire
sur le phénotype d'un autre type cellulaire. Nosuliéts montrent que des signaux paracrines
provenant de cellules endothéliales irradiées emtent des fonctions des CML vasculaires
impliquées dans les Iésions vasculaires radio-teduD’autre part, un nouveau mécanisme d’action
du TGFf1 et de la voie de signalisation SMAD dans les sioadio-induites a été mis en
évidence. En effet, nos résultats montrent qu'ésgmce de cellules endothéliales irradiées, il y a
une activation de la transcription dépendante ddlé&ment minimal-consensus de réponse aux
SMADs ainsi qu'une stimulation de la translocationcléaire des SMADs dans les CML
vasculaires. L'utilisation d’'un siRNA SMAD3 et d'umnticorps neutralisant anti-TGRII
démontre l'implication de la voie de signalisatio®F{3/SMAD dans l'induction du phénotype
fibrogénique des CML vasculaires induit par lesutes endothéliales irradiées.
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Ces résultats ouvrent également de nouvelles peirgpe de recherche. En effet, prenons
comme exemple les résultats concernant le CTGRreMdtide montre que le CTGF est sur-exprimé
dans les CML vasculaires en présence de celluldstiegliales irradiées. En présence de siRNA
SMADZ3, cette induction est inhibée mais pas engmés de I'anticorps neutralisant anti-TGF-
RIl. Ceci démontre que l'induction de I'expressida CTGF dans les CML vasculaires est
dépendante de SMAD3 mais indépendante de la lialsoRGFf1 au récepteur de type Il. Nous
avons montré que lirradiation stimule la sécrétidm TGFB1 dans les cellules endothéliales
suggérant fortement que le T@E- sécrété pouvait activer la voie SMAD dans les CML
vasculaires. Cependant ces résultats n’excluentupaspotentielle implication d’autres facteurs
paracrines pouvant stimuler I'expression du CTd I'activation de la voie SMAD. Ainsi les
publications récentes par I'équipe de Rodriguez\ét al permettent de formuler plusieurs
hypothéses et perspectives de recherche a nosuxtaka effet, ces auteurs ont montré que la
translocation nucléaire des SMADs, la transcript®MAD-dépendante ainsi que la liaison des
SMADs a I'ADN est stimulée dans des CML vasculaidesrat exposées a de I'angiotensine Il
(Rodriguez-Vita et al., 2005) D’autre part, dans ce méme modele cellulaireanéame équipe a
montré que le CTGF pouvait étre induit indépendantngel TGF mais dépendamment de la
voie SMAD soit sous l'action de l'angiotensine ila son récepteur de type 1 (AT1) ou de
I'endothéline lvia son récepteur de type A (E)I(Rodriguez-Vita et al., 2005; Rodriguez-Vita et
al., 2005) A la lumiere de nos résultats et de ceux obtganfkodriguez-Vitat al, une perspective
a notre travail serait d’identifier les mécanisn®dAD-dépendants et indépendants du T&F-
impliqués dans l'induction du phénotype fibrogémigles CML vasculaires induit par les cellules
endothéliales irradiées. Les cellules endothéligyeghétisent des grandes quantités d’angiotensine
Il et d’'endothéline 1 et la premiére question dedai savoir si Iirradiation influence I'expression
et/ou la sécrétion de ces deux molécules par lbdeendothéliales. De plus, a partir du méme
protocole que nous avons utilisé avec lanticorpsutralisant anti-TGB-RII, il serait tres
intéressant de reproduire I'expérience soit avednhibiteur du récepteur a lI'angiotensine AT1
comme le Losartan ou un antagoniste du récepteueradothélines comme le Bosantan.

D’autres perspectives intéressantes pourraieateftvisagees. En effet, une des remarques
redondantes a notre étude vitro lors de sa présentation a différents congrés omiogés de
laboratoire était de la relier a un éventuel méraniimpliquén vivo. Nos résultats obtenus chez
les patients traités par radiothérapie et qui neoitque les Iésions vasculaires sont associées a un
augmentation de I'expression du T@Fdans I'endothélium et une augmentation de la forme

phosphorylée des SMADs 2 et 3 dans les CML vasedariennent conforter et renforcer nos
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résultats obtenuis vitro. Cependant ils n’apportent pas la preuve absaleedy TGF d’origine
endothéliale peut activer la voie SMAD dans les Chisculaires. Clairement, il n'y a pas de
moyen simple et rapide de démontrer ce mécanismevo. Seule l'utilisation de modéles
complexes de souris transgéniques pourrait appaisr preuves expérimental@s vivo aux
mécanismes moléculaires que nous avons obsemadfo. Ainsi, l'utilisation, s'il existait, d'un
modeéle de souris KO inductible pour le T@Fdépendant d'un promoteur spécifigue de
I'endothélium pourrait constituer un outil de chgaur répondre a la question. Méme si I'intérét
vis-a-vis des connaissances fondamentales de rép@ndne telle question est indiscutable, on
s’éloigne de la mise en place de nouvelles stragétlierapeutiques. Aussi, sans répondre a cette
guestion, nos résultats viennent renforcer des th@ges et des perspectives déja abordées par
d’autres études.

En effet, nos résultata vitro etin vivo montrent une activation de la voie SMAD au niveau
du compartiment vasculaire apres irradiation. Leuge d‘A. Roberts travaille depuis plusieurs
années sur le réle de SMAD3 dans différents méoassphysiologiques et dans des pathologies
comme les lésions radio-induites cutanées. L’atilisn de souris SMAD3 -/- a permis de répondre
a la preuve de principe que ce facteur de trartsmmip constituait une bonne cible
thérapeutique dans ce type de dommages induitsirgairradiation. Ainsi, aprés une irradiation
cutanée a forte dose, les souris SMAD3 -/- sontégees des dommages radio-induits avec une
réduction des lésions fibrotiques associée a ugmantation de la re-épithélialisation et une baisse
du nombre de mastocytes, de neutrophiles, de maageas ou encore de myofibroblastesinders
et al., 2003; Flanders et al., 200Rgs atteintes vasculaires dans ce modéle n’anépadécrites.
Nos résultats viennent compléter les connaissactmasernant le réle de SMAD3 apreés irradiation
et nous pouvons émettre I'hypothése que la prateaties souris SMAD3 -/- aprés irradiation
pourrait étre due a l'altération des relations @malisation entre les cellules endothéliales st le
CML vasculaires. Une perspective intéressante &enavail serait d’étudier dans un modéle
d’atteinte vasculaire strict, comme par exemplerddiation de la carotide, la réaction post-
irradiation de souris SMAD3 -/- ou de souris tragéavec un inhibiteur de SMAD3. D’autre part,
nos résultats pourraient expliquer I'efficacité rdpeutique de certaines molécules comme
I'halofuginone dont I'effet bénéfique est SMAD3 aplant Xavier et al., 2004)

L'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de 8M3 dans les dommage radio-induits
aux tissus sains a été suggérée de I'équipe derRaheate aux travaux sur les souris SMAD3 -/-.
Pour l'instant, une telle approche thérapeutique pas été publi€ée méme si elle représente un
intérét incontestable. A notre connaissance, kiste pas d’inhibiteur pharmacologique spécifique

de SMAD3 mais certaines drogues sont capablesid&nison action. L’halofuginone en fait partie
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et a montré son efficacité thérapeutique dansdesnthges radio-induits<avier et al., 2004)Des
essais cliniques ont montré une efficacité de dhajinone en application locale pour des
pathologies de fibroses cutanées et les premisesede phase | avec une administration orale ont
montré que ce produit était bien toléré avec cemeindes problemes gastrointestinaux a de fortes
doses. D’autres petites molécules sont capablekibér I'activité de SMAD3 indirectement. Ainsi
les SB-431542 et SB-505124 qui sont des analogliesitdteurs des p38MAPK sont capables
d’inhiber la phosphorylation et la translocatianSMAD3(DaCosta Byfield et al., 2004; Laping et
al., 2002) Cependant, ces inhibiteurs ont une action égales la voie MAPK induite par le
TGF{. Récemment, la naringenin, un analogue des fladespa été montrée comme capable
d’'inhiber I'expression de SMAD3 sans moduler legeaiacteurs de la voie comme SMAD2,4,7 ou
encore les récepteurs | et Il au TERLIu et al., 2006) Cependant, sa capacité a activer les voies
PIBK et MAPK démontre sa non-spécificité et rendicdée son utilisation. Ainsi, I'absence
d’inhibiteur pharmacologique spécifique de SMAD3tesun probléme pour vérifier la pertinence
de cette cible thérapeutique et la venue sur leméadans les années a venir de telles molécules
sera d'un intérét certain pour des études expétatemnvisant a limiter les lésions radio-induites
aux tissus sains. D’autre part, les avancées pteussts réalisées avec I'utilisation de siRNA
vivo pourraient également permettre de répondre a gadistion dans I'avenir.

Enfin, des résultats récents démontrant que |& pkekpression de co-represseurs de la voie
Smad, i.e. Ski et SnoN, ou de SMAD7 dans un modelébrose rénale chez la souris suggérent
gue la perte d’expression de co-represseurs olM#DSnhibitrice est un mécanisme déterminant
dans la progression de la fibrose dépendante du@Glrikasawa et al., 2004; Fukasawa et al.,
2006) Ces resultats ouvrent de nouvelles perspectivesiggerent que des stratégies visant a
surexprimer des co-represseurs de la voie SMADtitoest de future stratégies anti-fibrosantes
prometteuses-Huang et al., 2006 L'effet de l'irradiation sur les co-represseussld voie SMAD
n'a jamais été étudié et I'investigation de I'évueitréle de ces co-répresseurs dans les dommages

radio-induits représente une perspective intéréssdroriginale a nos travaux.

Les cellules endothéliales stimulent, in vitro, [arolifération et la migration des CML

vasculaires apreés irradiation.
Nos expériences de co-culture ont également maopkeéles cellules endothéliales irradiées

stimulaient la prolifération des CML vasculaires iefluencant leur progression dans le cycle.

L'irradiation des CML vasculaires entraine un blgealassique des cellules en phase G1 du cycle
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cellulaire. Les analyses de cycle montrent queddlsiles endothéliales, irradiées ou non, stimulent
le pourcentage de CML vasculaires en phase S &48hepres irradiation. Cependant, les résultats
obtenus par comptage cellulaire montrent que séegesellules endothéliales irradiées stimulent la
prolifération des CML vasculaires. L'apparente iné@nce de ces deux résultats mérite plusieurs
remarques et ouvre de nouvelles perspectives. xiences de cycle cellulaire par incorporation
d’'iodure de propidium et analyse par cytométrie flerx permettent d’avoir une mesure du
pourcentage de cellules a un temps t dans une phaseuliere du cycle cellulaire. Cependant cette
technique ne permet pas d’avoir d’'information suvitesse de prolifération des cellules dans les
différentes phases du cycle. Ainsi, nos résultaits gans leur ensemble suggérent que les CML
vasculaires irradiées progressent plus rapidernseng  cycle en présence de cellules endothéliales
irradiées qu’en présence de cellules endothélia@s-irradiées. De plus, seules les cellules
endothéliales irradiées augmentent le pourcentagéML vasculaires irradiées en phase S a 24 h.
Ainsi, ces résultats suggérent également des €iféers de sensibilité des CML vasculaires
irradiées ou non vis-a-vis des facteurs paracigneguits par les cellules endothéliales irradiées.

Les mécanismes impliqués dans ce processus somnnns et des expériences
complémentaires sont nécessaires afin de les f@enfiout d’abord, une analyse plus approfondie
concernant la prolifération des CML vasculairespeésence de cellules endothéliales irradiées
mériterait d’étre entreprise. Ainsi, des expériasnde cinétique d’incorporation de thymidine tritiée
pourraient donner des informations importantes gadhinfluence des cellules endothéliales sur la
vitesse de prolifération des CML vasculaires. D'audart, les facteurs paracrines sécrétés par les
cellules endothéliales impliqués dans linfluence ld prolifération des CML vasculaires sont
inconnus. Cependant plusieurs hypotheses peuvemte@visagées. Bien entendu, on peut tout
d’abord penser a I'action de cytokines ou de fastee croissance ayant un réle dans la progression
des cellules dans le cycle cellulaire. Cependanpeart raisonnablement avoir la certitude que les
cellules endothéliales irradiées ou non sécretémffa@is des protéines mitogénes et anti-mitogénes.
Par exemple, nos résultats montrent que la séorétioTGFB est stimulée apres irradiation des
cellules endothéliales. Or, bien que des étudéales démontraient que le TG Fpouvait stimuler
la prolifération des CML(Battegay et al., 1990)il est maintenant admis que ce facteur de
croissance inhibe la prolifération des CML vasaelsidans la plupart des conditiofisrainger,
2004; Grainger et al., 1994Ceci pose deux questions: quel est l'effet duFP& sur la
prolifération de CML vasculaires irradiées ? Y-#hine sensibilité différente des CML vasculaires
irradiées ou non vis-a-vis du TGH-ou d'autres facteurs paracrines ? L’identificatides

molécules impliqguées est bien évidemment diffiél@appréhender. A mon sens, deux stratégies
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différentes mais complémentaires sont envisagedbdegremiere est de faire par analogie a ce que
nous avons réalisé pour comprendre les mécanisnoéscutaires impliqués dans le phénotype
fibrogénique des CML vasculaires induit par leslutes endothéliales. A savoir, identifier les
modulations d’expression des acteurs moléculamgdiqués dans la progression dans le cycle (ex
cyclines, cyclines dépendantes kinases, p21 etdeg pistes d’identification pourraient alors étre
emises en fonction des modulations des acteurscuolalées ciblés et des connaissances dans la
littérature de facteurs solubles capables d’en neodexpression. La seconde stratégie serait, non
pas de partir des effets sur les CML vasculairess e mesurer par une approche protéomique les
produits de sécrétion libérés par les cellules thdédiales apres irradiation. Ainsi, la connaissance
du protéome seécrété par les cellules endothélial@®s irradiation serait une perspective
intéressante a notre travail et pourrait permetta@oir des pistes d’identification concernant les
facteurs protéiques solubles impliqués, et ceci semement vis-a-vis de la prolifération mais
également de la migration et du phénotype fibragéi

Les approches par co-culture comme nous I'avongiareté dans l'introduction permettent
d’étudier de maniere dynamique et cinétique l'iaflae d’'un type cellulaire sur l'autre impliquant
I'action de molécules a durée de vie trés courteénstables comme les gaz. Ainsi, nos résultats
obtenus sur les cellules non irradiées viennentiygapceux de Peiro et al qui ont montré qu’en co-
culture, les cellules endothéliales inhibent laifémtion des CML vasculaire$’eiro et al., 1995)
Les auteurs avaient évoqué la piste de l'actiofN@ dont on sait qu’il a une forte action anti-
mitogene sur les CML vasculairega sa capacité a inhiber I'expression de la cyclineetA
I'activation de CDK2(Guo et al., 1998; Ishida et al., 1997; Tannerlet2000) Des résultats
contradictoires sont décrits dans la littératuneceonant I'effet de l'irradiation sur la productide
NO. Ainsi, in vitro, il a été décrit une stimulation de I'expressionladNO synthase endothéliale
(eNOS) aprés irradiation de cellules endothélidestiques bovinegSonveaux et al., 2003)
D’autre part, une baisse de I'expression de la eld@® décrite dans I'endothélium a la fois chez
I’'homme au niveau de l'artére cervicale suite a rathothérapie pour un cancer du ¢Gwgihara
et al., 1999kt chez le lapin au niveau de I'artére de I'oecll semaines apres une irradiation de 45
Gy (Zhang et al., 2003Dans notre modeéle, des études seraient néasgaiur savoir si le NO°
joue, ou non, un role dans la capacité des celleledothéliales irradiées a influencer la
prolifération des CML vasculaires. Cependant, @ssiltats obtenus au laboratoire par western-blot
montrent que lirradiation diminue de maniere intpate I'expression de la eNOS dans les mémes
cellules endothéliales humaines que nous avonssé# en co-culture (Claire Squiban,
observations personnelles). Il reste a définiresiecbaisse de I'expression de eNOS est corrélée a

une diminution de la production de NO° mais ceslltats permettent de formuler I'hypothése que
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les cellules endothéliales irradiées auraient p&du capacité a inhiber la prolifération des CML
vasculaires par une diminution de production de NO°

Enfin notre étude montre également que les cslleledothéliales irradiées stimulent la
capacité des CML vasculaires a recoloniser une s, Les marquages immuno-histochimiques
de l'a-sma, de la calponine chez les patients démonagmtésence de CML vasculaires dans les
lésions d’hyperplasie néo-intimale. Ainsi, par camgison avec le méme type de lésion observée
dans d’autre pathologies comme I'hypertensionahé&rosclérose et I'implication démontrée de la
migration des CML vasculaires dans ces pathologies, résultatan vivo suggérent que la
migration des CML vasculaire est une composantdédsns d’hyperplasie néo-intimales induites
par lirradiation. En effet, la migration des CMlasculaires joue un role clef dans linitiation &t |
progression de ce type de lésions vasculajiesvby and Zaltsman, 2000Les meécanismes
moléculaires impliquent des chemo-attractants &jists par les plaquettes, la migration et la
prolifération des CML vasculaires facilitées paction des MMPs.

De maniere intéressante, nous avons vu que cedgpésion est observé dans d’autres
organes suite a une radiothérapie et notammenblgnpn, la peau et l'utérus. Cette notion
d’'implication de la migration des CML vasculairéga,ma notre connaissance, jamais été étudié ni
méme évoqué dans la littérature. Certes nos réseltileurent la question mais apportent la preuve
de principe de l'intérét d’effectuer des étudespdtimentaires pour comprendre les mécanismes et

les acteurs moléculaires impliqués dans la mignadies CML vasculaires apres irradiation.

En conclusion de cette premiére partie, notre étugermis de caractériser et de mettre en
évidence l'importance des relations cellules enélates/CML vasculaires dans les lésions
vasculaires induites par l'irradiation. D’autre fpam nouveau mécanisme d’action du TBEt de
la voie SMAD a pu étre mis en évidence. Ceci vamtforter la pertinence de cibler le TGFla
voie SMAD ou un des génes cibles de cette voie fioiter les dommages radio-induits. C’est
précisément sur une des cibles reconnues du[flGi#ependant des SMADs que nous avons axeé la

deuxiéme partie de ce travalil.
PAI-1 est un acteur moléculaire clef des Iésionslia-induites aux tissus sains.
Ainsi, nous nous sommes intéressés au role delRARous avons voulu déterminer si cette

protéine pouvait représenter une cible thérapeetigapable de prévenir et/ou de limiter les

dommages radio-induits. Plusieurs arguments diétdaalture permettaient de formuler I'hypothése
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d’'une participation active de cette protéine. Lenpier est que PAI-1 est un des effecteurs du TGF-
B1 et que I'implication de ce facteur de croissami@es les dommages radio-induits est aujourd’hui
une certitudéBentzen, 2006; Martin et al., 200e second est que PAI-1 est stimiuiéitro par
I'irradiation et qu’'une surexpression a été déalaas un modeéle de fibrose rénale radio-induite et
également au niveau intestinal quelques jours amadiation(Brown et al., 2000; Oikawa et al.,
1997; Strup-Perrot et al., 2006; Strup-Perrot et 2005) De plus, une meilleure capacité de
cicatrisation dans un modéle d’atteinte cutané&alémontrée chez les souris PAI-1(&Zhan et

al., 2001) Enfin, le réle de PAI-1 dans différents modelesfidbrose et notamment des fibroses
rénales, hépatiques, pulmonaires et vasculairdé démontré dans la littératufgitzman et al.,
1996; Eitzman et al., 2000; Huang et al., 2003)

La stratégie expérimentale pour répondre a cetestipn a été développée par une triple
approche : - une approchevivo en utilisant des souris génétiquement déficieatePAI-1 - une
approcheex vivo avec des marquages immuno-histochimiques de PAIrHdes tissus de patients
ayant été traités par radiothérapie - une appraohetro afin de décrypter les mécanismes
moléculaires impliqués dans la régulation radiasitelde PAI-1 dans des cellules normales et plus
précisément dans des cellules endothéliales.

L'utilisation de souris PAI-1 -/- imposait tout abord de mettre en place un modéle
d’atteinte radio-induite pertinent chez la soulis.recul du laboratoire sur les dommages aux tissus
sains au niveau intestinal portait exclusivement des modeles animaux réalisés chez le rat
(Francois et al., 2003Notre obijectif initial était de déterminer sidéficience en PAI-1 pouvait
avoir une conséquence sur les effets aigus malerégat sur les effets plus tardifs de l'irradiation
Dans ce contexte, il était nécessaire d'irradiena forte dose pour pouvoir provoquer des effets
tardifs et particulierement des lésions fibrotiguasis ceci imposait de limiter le volume
d’irradiation. Par exemple, des irradiations abdwatas chez la souris C57BI/6J a des doses de 15 a
20 Gy sont létales dans les quelques jours suiNamtdiation (17 Gy abdominale, DL100 a 9
jours) et des doses plus faibles permettent deteraires souris en vie mais ne provoquent que des
effets aigus et pas de lésions tardives. C’est cqumirnotre choix s’est porté sur un modele
d’irradiation localisée d’'une anse gréle apresraxigation utilisé chez le raErancois et al., 2003)
qui permet d’irradier localement a forte dose urét@ partie de l'intestin sans entrainer de mort
précoce. La transposition de ce modéle a la sautligja été publiée une fois par I'équipe d’'Hauer-
Jensen et c’est sur la base de cet article queavaurss mis en place le modélEheng et al., 2000)
Bien entendu, la principale difficulté de ce modest liée a I'obligation de réaliser une chirurgie
chez la souris mais il permet de provoquer dessefigus et tardifs et correspondait a notre oibject

scientifique initial.
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Trés brievement, ce modele consiste, sous aneéstig@geuse, a extérioriser une anse
jéjunale aprés laparotomie, d’irradier cette and® &y grace a une source de cobalt 60 puis de la
replacer dans la cavité abdominale avant de fage shtures musculaires et cutanées. Une
irradiation localisée a 19 Gy chez des souris C&Blauvages provoque cependant une importante
mortalité. Dans notre étude, 58 % (n=55) des s@aniwvages sont mortes dans les 12 jours suivant
I'irradiation ce qui est cohérant avec l'article dbenget al qui mentionnait un taux de survie
d’environ 50 %(Zheng et al., 2000Le premier résultat déterminant de notre étutgusla survie
des souris PAI-1 - /- est significativement augraendlés le quatrieme jour comparée aux souris
sauvages. Deux semaines apres l'irradiation, 75e% sburis irradiées PAI-1 -/- sont vivantes
contre 42 % pour les souris sauvages et cetterelft®@ est maintenue jusqu’a 6 semaines. Ces
résultats démontrent que la déficience en PAI-1ferenaux souris une protection contre les
dommages radio-induits et par conséquent suggkngéement que PAI-1 joue un rdle délétere dans
la réaction tissulaire suite a un stress par ragommts ionisants. Les résultats des scores
histologiques d’atteintes radio-induites établd semaines et 6 semaines post-irradiation montrent
des lésions moins séveres chez les souris PAl-Icofifirmant I'effet « radioprotecteur » de la
déficience en PAI-1. D’autre part, I'analyse desirbes de survie montre que les effets létaux
radio-induits chez les souris sauvages s’exprindaens les dix premiers jours suivant l'irradiation
démontrant l'implication d’évenements précoces. shinnous avons choisi d’étudier la
fonctionnalité intestinale 3 jours apres lirradbat c’est a dire avant que les deux courbes daesurv
des souris irradiées ne se séparent. Bien queadiation affecte de maniére importante la
fonctionnalité des deux lignées de souris, la st&vde cette atteinte fonctionnelle est moins sver
chez les souris déficientes en PAI-1 comparées smuxis sauvages. Ainsi, dans un modéle
d’entéropathie radio-induite, 'ensemble de ceslltéats démontre clairement le réle de PAI-1 dans
les lésions radio-induites aux tissus sains. Cppode la preuve de principe qu’un traitement
pharmacologique inhibant I'activité de PAI-1 cohsgtrait une excellente cible thérapeutique.

Dans ce contexte, la perspective de tester unitebibde PAI-1 est la suite logique de nos
travaux. Dans d’autres modéles, une telle strai@giéja été décrite dans la littérature. L'utiiisat
d’'un mutant de PAI-1 non actif, capable d’entrercempétition avec le pool de PAI-1 endogéne, a
montrée son efficacité dans un modele de glomééplorite chez le ratHuang et al., 2003)lI
existe un seul inhibiteur pharmacologique de PAdetentiellement disponible et décrit dans la
littérature. Le Tiplaxtinin ou PAI-039 est un inhidur pharmacologique de PAI-(Elokdah et al.,
2004)ayant démontré une efficacité dans quelques medaipérimentaux. Par exemple, dans un
modele de pathologie veino-occlusive suite a umdbition chronique du NO chez la souris, le

Tiplaxtinin permet d’'inhiber les thromboses veiresigépatique&Smith et al., 2006)De plus, le
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Tiplaxtinin accélere la fibrinolyse dans un modedethrombose coronaire chez le chigrnnan et
al., 2005) D’autre part, dans un modele de fibrose cardiagdeite par I'angiotensine Il chez la
souris, un traitement par le Tiplaxtinin ne perrpas de limiter I'hypertrophie ventriculaire ni la
fibrose cardiaque mais permet d’atténuer le renaggematriciel au niveau de l'aoifé/eisberg et
al., 2005) Enfin, cette molécule a également démontré pacdi® a reduire la différenciation
adipocytaire et prévenir I'obésité chez des saoigmise a un régime riche en graissesindall et
al., 2006) Nous avons proposé et obtenu un contrat de coléibn avec le laboratoire
pharmaceutique produisant cette molécule. Un treité pharmacologique sur notre modeéle
d’atteinte radio-induite sera réalisé en 2007 dfinconfirmer la pertinence d’une telle inhibition
pour limiter les dommages radio-induits aux tissass. Une clause de confidentialité ne nous
permet pas de détailler le projet scientifique ps#p

Plusieurs hypotheses concernant les mécanismetiodade PAI-1 dans les dommages
radio-induits ont été émises dans lintroductiom fibrinolyse et le remodelage de la matrice
extracellulaire ont été demontrés comme particigant processus d’initiation des lésions ainsi
gu’'aux phases de cicatrisation pathologique raditte (Hauer-Jensen et al., 2004; Henderson et
al., 1983; Hovdenak et al., 2002; Strup-Perrotlet2904) L'irradiation induit un changement
phénotypique de I'endothélium avec notamment laepde thromborésistance due a la fois a
I'activation du systeme de coagulation mais égalgnmee une diminution de la fibrinolyse
(Henderson et al., 1983; Wang et al., 20&nsi, nous avons émis I'hypothése que la déficee
en PAI-1 pouvait étre associée a des modificaties propriétés d’activation de I'endothélium
vasculaire apres irradiation. Pour répondre a ogtiestion, nous avons choisi de mesurer par
microscopie intravitale chez les souris PAI-1 s linteractions entre les cellules circulantes et
I'endothélium. La laparotomie et une manipulatioa Kntestin inhérentes au modele d’anse
extériorisée peuvent influencer les parametreséu’est pourgquoi, nous avons choisi un modeéle
d’irradiation abdominale sans chirurgie en conservane dose forte d’irradiation i.e. 15 Gy.
D’autre part, les études précédentes démontrant’igegliation entraine une augmentation des
interactions plaquettes/endothélium et leucocyteithélium a la foisn vitro etin vivo prouvent
gue ces évenements s'’initient tres rapiden@atigler et al., 2005; Mouthon et al., 2003; Paies
al., 1995) Ainsi, les interactions entre les leucocytes 'ehdothélium ainsi que plusieurs
parametres d’adhésion plaquettaire ont été megaemicroscopie intravitale chez les souris KO
pour PAI-1 et les souris sauvages 24h apres uadiation abdominale de 15 Gy. Les résultats
montrent que chez les souris sauvages, l'irradiaéotraine une augmentation des interactions
leucocytes/endothéliumm vivo avec une diminution de 39% de la vitesse de rollieg leucocytes a

la surface des vaisseaux. Ces résultats confirfasritavaux publiés dans la littérature obtemmus
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vitro sur des cellules endothéliales humaifiésreycken-Holler et al., 2000u in vivo chez la
souris(Johnson et al., 2004; Molla et al., 200@8) le rat(Molla et al., 1999)Chez les souris PAI-1
-/-, lirradiation entraine une diminution non sificative de 18% de la vitesse de rolling des
leucocytes a la surface des vaisseaux. Les résuftatenus sur les paramétres d’adhésion
plaquettaire confirment la différence entre lesxdiégnées de souris vis-a-vis de l'irradiation. En
effet, chez les souris sauvages, lirradiation a&n& une augmentation des interactions
plaguettes/endothélium avec une diminution de 2%%advitesse de rolling des plaguettes ainsi
gu’une augmentation du nombre de plaquettes adieSraissociées a une forte augmentation des
arréts temporaires et définitifs. L'irradiation nfgas d’effet significatif sur I'ensemble de ces
parametres chez les souris PAI-1 -/-. Ces résuftatstrent, par conséquent, que les interactions
entre les cellules circulantes et I'endothéliuméagrradiation sont inhibées en cas de déficience e
PAI-1. Ceci démontre que PAI-1 joue un réle clefngla’augmentation radio-induite des
interactions leucocytes-plaquettes/endothéliumuggére que la protection des souris PAI-1 -/-
vis-a-vis de l'irradiation pourrait en partie étrée a un défaut de ces processus précoces initiés
dans I'endothélium vasculaire. Concernant I'absediogteractions plaguettes/endothélium apres
irradiation chez les souris PAI-1 -/-, nous pouvengposer que I'augmentation de la fibrinolyse
démontrée chez ces soufi&awasaki et al., 200@ontribue a ce phénomene . Ainsi, I'absence de
PAI-1 entraine une augmentation du taux de plasmine dégradation plus rapide du pool de
fibrine formé localement et empéche ainsi les patiges d’adhérer a 'endothélium. A la lumiere de
ces résultats, une question se pose : quellesleomarticipations respectives des pools de PAI-1
des plaquettes et de I'endothélium dans les effats nous observons ? En effet, nos résultats
permettent de démontrer que l'absence de PAI-lak@rune inhibition des interactions et
suggerent fortement que le pool de PAI-1 intraviasai joue un réle clef. Cependant nous ne
pouvons pas exclure également I'éventuel effetaddéficience en PAI-1 des plaquettes chez les
souris PAI-1 -/-. Un travail récent montre que dasquettes synthétisent des quantités importantes
de PAI-1 actif qui pourraient contribuer a la slightion du caillot sanguifBrogren et al., 2004).
Ceci ouvre des perspectives intéressantes a n@twailt Une approchen vitro utilisant la
microscopie intravitale pourrait permettre de répena la question suivante : Est-ce la déficience
en PAI-1 de I'endothélium et/ou celle des plaquetiei explique I'absence d’effet de l'irradiation
sur I'adhésion plaquettaire ? Par exemple, nousripms etudierin vitro, 'adhésion de plaquettes
de souris PAI-1 -/- sur des cellules endothélialesnales et inversement I'adhésion de plaquettes
normales sur un endothélium déficient en PAI-1.

D’autre part, une autre perspective intéressamtr@ travail serait d’aborder I'implication

des acteurs du remodelage matriciel. En effet, Pf@ide un role important dans les mécanismes de
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dégradation de la matrice extracellulaire et unaaehypothéses initiales était que les souris PAI-
-/- seraient potentiellement protégées de la fiomaglio-induite par une augmentation de I'activité
des MMPs. Le fait que, 6 semaines apres irradiatemlésions fibrotiques soient plus importantes
chez les souris sauvages que chez les souris PAlvient conforter notre hypothése. Une étude
ciblée sur I'implication des acteurs du remodelaggriciel est donc une perspective logique a
notre travail. Ainsi, des mesures d’activité des Rivpar zymographiin situ pourraient apporter
des informations primordiales.

Enfin, le fait que les souris PAI-1 -/- soient f@@ées contre les dommages radio-induits
suggere que la déplétion cellulaire radio-induitezces souris est moins importante. En effet, nous
pouvons supposer que des modifications de radigisBté chez ces souris contribuent a I'effet
radio-protecteur observé. Des résultats récentsremitinque des cellules endothéliales de souris
PAI-1 -/- ont une capacité de prolifération supémrgeaux cellules endothéliales de souris sauvages
(Ploplis et al., 2004)De plus, il a été démontré que les cellules dréisies de souris PAI-1 -/-
sont caractérisées par une activation de signausudge et une baisse d’expression de facteurs
proapoptotiquegBalsara et al., 2006)En effet, une activation de la voie PI3K-Akt avece
hyperactivation de Akt associée a une inactivatitn PTEN est observée dans les cellules
endothéliales déficientes en PAI-1. Cette activatie signaux de survie est également liée a une
inhibition de I'expression de caspaséBalsara et al., 2006Ainsi, ces auteurs suggérent que les
cellules endothéliales PAI-1 -/- sont résistantessagnaux apoptotiques.

A la lumiére de ces résultats plusieurs questierosent : L'apoptose radio-induite est-elle
réduite chez les souris PAI-1 -/- ? L'endothélium sburis PA1-1 -/- est-il résistant a I'apoptose
radio-induite ? La séveérité moins importante desoles radio-induites intestinales est-elle due a

une différence de radio-sensibilité endothéliakmame a la déficience en PAI-1 ?

L’expression de PAI-1 est stimulée dans les celdundothéliales in vivo et in vitro.

Une de nos préoccupations constantes pendanavaltde thése a été de compléter nos
approches expérimentalasvitro etin vivo chez I'animal par des analyses sur des échartiliien
patients traités par radiothérapie. Ainsi, nousnavigalisé des marquages immunohistochimiques
de PAI-1 sur les biopsies de rectums irradiés alstigrar notre collaboration avec l'Institut Gustave
Roussy. Les lésions radio-induites 6 semaines ajmesirradiation thérapeutique de 45Gy sont
associées a une augmentation de I'expression del lahs les vaisseaux et plus particulierement
dans les cellules endothéliales. Ces résultatsesaggque PAI-1 pourrait contribuer a l'initiatien

a la progression des dommages radio-induits aaMgisains chez 'homme et viennent renforcer la
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pertinence de notre démonstration obtenue chemlass Cette analyse faite sur les rectums irradiés
pose la question de savoir si cette observatiospstifique de cet organe ou non. C’est pourquoi,
nous avons initié un recrutement d’autres tisswadiés dans le cadre de traitements par
radiothérapie comme la peau, I'utérus ou encomolenon dans I'objectif de réaliser en 2007 les
marquages immunohistochimiques de PAI-1. De la mé@aeiére, au niveau expérimental, il serait
pertinent d’étudieiin vivo I'effet de I'irradiation chez les souris PAI-1 dans d’autres modeles
d’atteinte radio-induite. Ainsi, a l'instar de noésultats obtenus dans le modéle d’entéropathie
radio-induite, une perspective intéressante amstx serait de savoir si les souris PAI-1 -/-tson
également protégées de la fibrose radio-induitenpohire et cutanée.

A la suite de ces résultats obtenus chez les pstianus avons voulu connaitre I'effet de
I'irradiation sur I'expression de PAI-1 dans leslldes endothéliales. L’irradiation stimule
I'expression de PAI-1 avec a la fois une augmemtatiu taux d’ARNm et de I'expression cellulaire
et sécrétée de la protéine. Nos résultats obtanmudesix types de cellules endothéliales humaines
(HUVEC et HMVEC) confirment ceux décrits sur desllides tubulaires épithéliales ou
mésangiales rénales de (ahao et al., 1999; Zhao et al., 20@insi que ceux obtenus dans une
lignée tumorale HepG2Hageman et al., 2005Pour aller plus loin, nous avons développé une
stratégie expérimentale afin de comprendre les nigt@s moléculaires impliqués dans la

régulation radio-induite de PAI-1 dans les cellidadgothéliales.

Mécanismes moléculaires impliqués dans la régulatide I'expression radio-induite de

PAI-1 dans les cellules endothéliales : Réles devtae SMAD et de la protéine p53

Dans la premiere partie de ce travail, nous avoostré que, chez les patients traités par
radiothérapie, les Iésions vasculaires sont ass®@éune augmentation de I'expression du PGF-
dans I'endothélium et une augmentation de la fquhmesphorylée des SMADs 2 et 3 dans les CML
vasculairegMilliat et al., 2006) D’autre part, I'analyse immunohistochimique menégalement
une augmentation de la forme activée des SMADs 2 @ans I'endothélium. De plug vitro,
I'irradiation de cellules endothéliales stimuleskecrétion de TGB1 et nous avons démontré une
action paracrine influencant le phénotype fibrogéeides CML vasculaires par la voie SMAD. De
la méme maniere nous pouvions Iégitimement émktilypothése d’'une action autocrine du TGF-
B1 sur les cellules endothéliales et nous avons étudié I'implication de la voie SMAD dans la
régulation radio-induite de PAI-1 dans les cellideslothéliales. Les résultats montrent que la voie

SMAD est activée apres irradiation des cellules oéméliales avec une stimulation de la
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phosphorylation des SMADs 2 et 3 ainsi qu'une skation de la translocation nucléaire des
SMADs 2, 3, 4. De plus, il y a une activation ddrknscription SMAD-dépendante ainsi que celle
du promoteur de PAI-1 apres irradiation. En revandbrsque les 3 éléments de réponse aux
SMADs sont mutés, aucune induction transcriptioengkest observée. Ceci démontre qu’au moins
une des trois boites SMAD est nécessaire a la lstiion de PAI-1 apres irradiation et suggere
fortement que la voie SMAD est impliquée dans ceanéme. D’autre part, nos résultats montrent
gue Tlirradiation stimule la formation de complex88AD3/SMAD4 mais pas de complexes
SMAD2/SMAD4 suggérant un réle difféerent des SMADgt23 dans I'activation radio-induite de
PAI-1. Ceci a été confirmé par le fait que la spression de SMAD3 stimule la transcription
radio-induite de PAI-1 alors que la surexpressierS#IAD2 n’a pas d'effet. Le fait que ces deux
R-SMADs aient des fonctions différentes dans I'ictithn radio-induite de PAI-1 confirme la non-

redondance fonctionnelle de ces deux facteursatsdription démontrée dans d’autres études.

Pour aller plus loin dans la compréhension des mgagees moléculaires impliqués, nous
avons voulu déterminer I'éventuelle coopérationreenta voie SMAD et d’autres voies de
signalisation dans I'induction radio-induite de PAILe travail récent publié par Hagensiral sur
la coopération entre le TGF-et la protéine p53 dans la stimulation de la weaptson de PAI-1
dans des cellules tumorales a ainsi ouvert desthgpes intéressantg¢sageman et al., 2005)

Le gene p53 est un géne suppresseur de tumeurdamgéde nombreuses tumeurs humaines
(Sigal and Rotter, 2000En réponse a différents stress et particuliereémeres une irradiation par
rayonnements ionisants, p53 est activée, migreythplasme au noyau et agit alors comme facteur
de transcription. p53 est capable d’activer un grasd nombre de génes impliqués dans I'arrét du
cycle cellulaire, I'apoptose ou encore la réparmatie 'ADN (Gudkov and Komarova, 20Q3)
Cependant une étude génomique sur différentesleellumorales soumises a différents stress
(Chlorure de Zinc, UV ou irradiatioy) a permis de mettre en évidence différents clastergenes
activés ou réprimés par p53hao et al., 2000)Ainsi, ces données récentes de la littérature
montrent que p53 a de nombreuses cibles molécsilmmgliguées dans plusieurs fonctions comme
I'adhésion et la migration cellulaire, le remode&agatriciel, la formation du cytosquelette ou
encore l'angiogénesg’hao et al., 2000)Un travail initial de Kunzt al. avait montré que PAI-1
était une cible de p5&unz et al., 1995¢t, dans cette approche génomique de Zhao eARl, Est
identifié comme une cible de p53 apreés irradiat®Récemment, Hagemahal ont démontré que la
stimulation radio-induite de PAI-1 est fortemengmentée quand des cellules HepG2 irradiées

sont traitées avec du T@-Ces résultats démontrent un effet synergiqueiaadiation et du
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TGF3 et suggérent une coopération entre des voiegydalisation activées par les rayonnements
ionisants et ce facteur de croissafigegeman et al., 2005Ainsi, la mutation de I'élément de
réponse a p53 présent dans le promoteur de PAlrdiea la perte d’'induction de PAI-1 en réponse
a l'irradiation en présence et en absence de [f@xogene. De plus, I'implication de p53 a été
confirmée par le fait que, dans des cellules tuteerp53 -/-, I'induction radio-induite de PAI-1
n'était pas observée. L'ensemble des ces résyltdibés par Hagemae al démontre donc que
p53 est nécessaire a l'activation transcriptiomnelé PAI-1 apres irradiation dans des cellules
HepG2 et suggére une coopération entre la voie SMAPS53. Cependant ce travail posait
également un certain nombre de question : Est-eecqunécanisme décrit sur une lignée tumoarle
est également valable sur des cellules normalesothmment sur des cellules endothéliales ?
Quelles sont les éventuelles SMADs impliquées demsmécanisme ? Par quel mécanisme
moléculaire p53 et la voie SMAD contrélent I'expss radio-induite de PAI-1 ?

Nos résultats demontrent que lirradiation stimule la transcription de PAI-1 & les
cellules endothéliale®- un des trois éléments de réponse aux Smads eetsade a cette
stimulation3- l'irradiation entraine la translocation nucléaiessSMADs et de p53 dans les cellules
endothéliales4- [lirradiation entraine la formation de complexeMAD3/SMAD4 et la
surexpression de SMAD3 stimule la transcriptionoadduite de PAI-15- I'irradiation stimule la
formation de complexes p53/SMAD3 et l'inhibitionrpaterférence ARN de l'une de ces deux
protéines abolit complétement la transcriptioricadduite de PAI-1.

La coopération entre p53 et la voie SMAD est imptig dans I'embryogénese chez la
grenouille (Cordenonsi et al., 2003; Takebayashi-Suzuki et 2003) Un travail publié par
Cordenosi et al a apporté des éléments essentialst qux mécanismes moléculaires impliqués
(Cordenonsi et al., 2003Ainsi ces auteurs ont démontré que p53 s'asggosiquement aux R-
SMADs (ie SMAD2 et SMAD3) mais pas a SMAD4 en répora I'activine dans des cellules
HepG2. Les R-SMADs sont formées d’un domaine C-mhmommé MH1 (Mad Homology 1) et
d’'un domaine N-terminal nommé MH2 (Mad Homology ®parés par une région Linker
(Massague et al., 2009)a formation des complexes R-SMADs et Co-SMADassurée par les
domaines MH2. Ces mémes domaines MH2 sont implidaés le recrutement de co-represseurs et
de co-activateurs. Le domaine MH1 des R-SMADs (SMAD?2) peut se lier directement a I'ADN
au niveau des éléments de réponse aux SMADs psédant les promoteurs des genes. Ainsi
Cordenonsiet al ont montré que p53 s’'associe physiguement a SMAD3MAD3 par leurs
domaines MH1 mais pas par le domaine MH2. De pluseraction de p53 au domaine MH1 de
SMAD3 n’affecte la liaison du mutant SMAD3-MH1 &ADN (Cordenonsi et al., 2003A partir

de I'ensemble de ces résultats ces auteurs ontrdggngue p53 est un partenaire transcriptionnel
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des SMADs qui s’associe physiquement a SMAD2 et ®i8l4our stimuler la transcription des
genes cibles contenant dans leur promoteur desatérde réponse aux SMADs et a p53 (ex : PAI-
1, p21 ou encore MMP2). Bien entendu dans cettdedtunducteur n’était pas l'irradiation mais les
auteurs avaient suggéré l'intérét d’explorer Idstefd’agents provoquant des dommages a 'ADN
(Cordenonsi et al., 2003; Dupont et al., 200MQs résultats viennent confirmer cette hypotterse
démontrant qu’en réponse a un stress par rayonngnwmnsants dans des cellules humaines, une
coopération entre p53 et SMAD3 est impliquée danduction d’'un géne cible contenant dans son
promoteur des boites SMADs et p53 (i.e. PAI-1).

Pl TGFBlg
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Effets de l'irradiation

Plusieurs perspectives découlent de ces travaux pompléter la compréhension des
mécanismes moléculaires impliqués dans 'indudiianscriptionnelle de PAI-1.

Tout d’abord : Quel est ou quels sont les élémdatséponses aux Smads présent dans le
promoteur réellement nécessaires a I'inductionoraatiuite de PAI-1 ? Des constructions avec les
différentes mutations sur chaque boite SMAD (-2880 et —730) et des expériences de Gene

Reporter permettraient de répondre a cette question
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Quel est I'état de phosphorylation de p53 et s@ntielle implication dans la formation des
complexes p53/SMAD3 ? Un travail récent a démogtre la phosphorylation de p53 au niveau de
la serine 15 est nécessaire a l'induction de PAdat un carcinogéne (N-Methyl-N'-nitro-N-
nitrosoguanidine) dans des cellules murines NIH8T@ra et al., 2001 L’'irradiation entraine la
phosphorylation de nombreuses sérines®(Sar>, Sef°, Ser’, Sef® et Set™) (Saito et al., 2003)
et I'identification des résidus phosphorylés de pb8e leurs rdles dans la formation des complexes
avec le domaine MH1 de SMAD3 n’a jamais été déte@mi

D’autre part, une étude par ChlIP-Chip (Technigumuiiunoprécipitation de la chromatine
associée a une hybridation sur une puce ADN coéstitde différentes région promotrices)
permettant d’identifier les protéines liees a deds régions du promoteur de PAI-1 et notamment
la région —300 —100 qui contient une boite SMADueé boite p53 permettrait d’identifier les

complexes transcriptionnels fonctionnels impliqués.

Nos résultats mettent en lumiére un nouveau rélp58 dans la réponse aux rayonnements
ionisants et de son éventuelle implication dansiteamages radio-induits aux tissus sains. Le role
de p53 dans les effets secondaires de la radigileéaiadéja été abordé par I'équipe de Gudkov il y
a quelques années et les travaux publiés par égttpe ont donnée lieu a certains concepts trés
provocateurgGudkov and Komarova, 2003; Komarov et al., 1998mrova and Gudkov, 20Q0)
Ainsi, une étude avait démontré que des sourigasiavec un inhibiteur chimique de p53 étaient
protégées contre des doses létales d'irradidti@marov et al., 1999)Sur la base de ces résultats
les auteurs ont suggéré que, dans un contexte alimorles cellules cancéreuses sont mutées ou
inactivée pour p53, une stratégie thérapeutiquanvisa inhiber l'activité de p53 permettrait de
limiter 'apoptose radio-induite des cellules notesaprésentes dans le champ d’irradiation et donc
de limiter « spécifiguement » les dommages auxusissains sans compromettre la réponse
tumorale. Clairement ce concept provocateur pergijpa séduisant mais dangereux car il est bien
connu que l'inactivation de p53 peut conduire arénsformation néoplasique. Ainsi, méme si
inhiber p53 afin de limiter I'induction radio-indeide PAI-1 dans les cellules endothéliales paurrai
éventuellement avoir un effet bénéfigue sur la népodes tissus sains, cette stratégie semble
toutefois incompatible avec les stratégies antietales. Cependant nos résultats suggérent que p53
contribue aux effets déléteres des rayonnementsaiois sur les tissus sains par son implication
dans l'induction radio-induite d’'un acteur clef ldefibrinolyse. A notre connaissance, la connexion
entre p53 et fibrinolyse n’'a jamais été évoquéesdariittérature. Cependant, nos résultats et ceux
de Kunz et al démontrant que p53 stimule la trapion de PAI-1 et au contraire inhibe celle de

uPA et tPA dans des lignées tumoralésnz et al., 1995puvrent de nouvelles perspectives. En
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effet, si cette démonstration était vérifiee daes cellules endothéliales, on pourrait alors sugpos
gue p53 jouerait un rdle clef dans I'orientation ghénotype anti-fibrinolytique de I'endothélium

apres irradiation.

En conclusion, I'ensemble de ce travail de thesgribue a I'avancement des connaissances
fondamentales concernant les dommages radio-indwixstissus sains. La compréhension des
mécanismes moléculaires impliqués a la fois dainfluence des cellules endothéliales dans le
phénotype des cellules musculaires lisses vaseslaapres irradiation et également dans la
régulation de I'expression radio-induite de PAldnd les cellules endothéliales a permis de mettre
en évidence des nouveaux réles de la voie B&MAD.

Nos travaux confirment I'intérét d’inhiber la voils TGFf pour limiter les Iésions radio-
induites et en particulier de développer des indilvs pharmacologiques de SMADS3. De plus, nous
avons démontré que la déficience génétiqgue en Pgdeiege des dommages radio-induits. Ces
résultats apportent la preuve de principe de liogpion de PAI-1 et ainsi de l'intérét d’évaluer
I'effet d’'un inhibiteur de PAI-1 dans la préventimu la réduction des effets secondaires des
radiothérapies.

La difficulté de mettre en place des stratégiesajp@utiques visant a limiter les dommages
radio-induits aux tissus sains est souvent liéeisque éventuel de protéger la tumeur. Ainsi, en
parallele & nos travaux sur les tissus sains,d&tdu roéle de PAI-1 dans la réponse tumorale a
I'irradiation a commencé a étre entreprise. L'obfesera d’évaluerjn vivo, la compatibilité de
notre stratégie de protection ciblée sur les tisaiss avec I'objectif curatif des traitements des

cancers par la radiothérapie.
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Abstract

Radiation therapists have to deal with the difficulty to give an efficient radiation dose to the tumor without
generating unacceptable normal tissue injury. Acute reactions are experienced in most of the patients and are
characterized by diarrhea resulting from intestinal mucosal injury. In some cases, intestinal wall fibrosis may develop,
with hazard of occlusion syndrome. The only therapeutic recourse consists of surgical resection of the injured bowel.
© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. General introduction

Radiotherapy (RT) is dedicated to deliver a sufficient
radiation dose to the tumor to avoid cancer recurrence.
Tumor sterilization would be quite easy to obtain if the
tolerance of the normal tissues located in the irradiation
field did not limit the total radiation dose that can be
delivered. Treatment efficacy is thus governed by an
optimal compromise between tumor control and normal
tissue damage, i.e., the risk/benefit ratio (Denham and
Hauer-Jensen, 2002). Fractionated RT decreases the
probability of receiving a critically high dose for the
mobile parts of the intestine. However, this probability
becomes important for fixed intestinal segments, such as
the terminal ileum, the colon, and the rectum. These are
the portions of the gastrointestinal tract the most often
involved in radiation injury following pelvic tumor
treatment, notably cervical, endometrial, and prostate
cancers. Stem cells from the small and large intestine

*Corresponding author. Tel: +33142114282; fax:
+33142115236.
E-mail address: Francois@igr.fr (A. Frangois).

have different radiation sensitivities (Potten and Booth,
1997). The 5% risk of delayed complications at 5 years is
thus reached for different dose ranges, i.e., 45-50 Gy for
the small bowel and 60-65Gy for the colon and the
rectum (Cohen and Creditor, 1983). Normal tissue
injury has long been divided according to clinical
symptoms in independent acute and chronic phases
(respectively, inflammatory and fibrosis phases) (Den-
ham et al., 2001). Recent studies on the mechanisms of
radiation fibrosis now tend to suggest a probable
continuum between the steps of initiation, development,
and persistence of radiation lesions, and open new
therapeutic opportunities.

2. Clinical manifestations of pelvic RT

The diverse manifestations of intestinal complications
of RT may develop insidiously, are often progressive,
and may be lethal. Radiological changes in the bowel
and their clinical expression may mimic those seen in
other intestinal pathologies, such as Crohn’s or celiac
diseases. This renders the diagnosis difficult, especially
when there is an important asymptomatic latent period

0969-806X/$ - see front matter © 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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between cancer treatment and the expression of clinical
symptoms.

Acute radiation enteritis affects most patients who
receive abdominal or pelvic RT. The early gastrointest-
inal symptoms are expressed during or immediately after
therapy and include nausea, vomiting, abdominal pain,
bacterial infection, and diarrhea, essentially related to
intestinal mucosal disruption (Nussbaum et al., 1993;
Nejdfors et al., 2000). Management of the acute
radiation sickness is generally an association of sympto-
matic treatment and supportive care. The acute syn-
drome is often self-limiting and symptoms resolve in a
few weeks following the completion of RT.

Acute symptoms may be succeeded by a chronic
deteriorating course of disease often requiring surgery.
Late effects may become manifest after latent periods of
months to years. The most frequent chronic symptoms
of intestinal radiation injury are recurrence of diarrhea
and alternative constipation, with often severe and
colicky abdominal pain accompanied by nausea and
vomiting. These symptoms are generally associated with
a considerable weight loss indicating severe intestinal
functional abnormalities added to mechanical impossi-
bilities to ensure normal transit. Intestinal wall thicken-
ing and luminal narrowing impair peristalsis and
progressive stenosis may lead to complete intestinal
occlusion. Moreover, severe ulceration and tissue
necrosis may perforate the intestinal wall and create
entero-cutaneous or entero-enteric fistulae. The etiology
of functional perturbations is less known and may
implicate both motility and intestinal transport dis-
orders.

3. Predisposing factors to intestinal complications

The key factor in the risk of intestinal radiation injury
is the irradiation itself: high doses (generally in excess of
45 Gy), high dose per fraction, and short treatment times
are particularly implicated (Denham et al., 2000).
Concomitant, previous or subsequent chemotherapy
increases the risk, as well as intestinal ischemia or
intestinal adhesions created by previous pelvic/abdom-
inal surgery. Clinical evidences indicate that several
systemic diseases increase the risk for both acute and
late radiation damages. Pathologies such as diabetes
mellitus, collagen vascular disease, hypertension, and
inflammatory bowel disease share similar characteristics
of vascular injury and are generally considered as
contraindications for RT, especially during the active
phase of the disease (for review, see Chon and Loeffler,
2002).

The response of normal tissues to radiation exposure
is also under genetic influence. The determination of
individual radiosensitivities may allow dose escalation to
radioresistant patients without concomitant normal

tissue injury (Gatti, 2001). Even if they seem to remain
controversial (Slonina et al., 2000; Russell and Begg,
2002; Dikomey et al., 2003), in vitro assays of individual
radiation sensitivities on lymphocytes or fibroblasts are
under investigation in several laboratories (Barber et al.,
2000; West et al., 2001; Ozsahin et al., 2003). The
discrepancies encountered in correlation between in
vitro radiation sensitivities and patient outcome are
quite inconsistent but may have several explanations,
such as the organ considered, the toxicity criteria, the
time point of cell collection, and so forth. Other
investigations have been done on punctual genetic
mutations associated with high radiation sensitivity,
such as Ataxia Telangiectasia or the Nijmegen breakage
syndrome (Neubauer et al., 2002). Finally and based on
the observation that different murine strains show
variable predisposition to develop radiation rectal or
pulmonary fibrosis (Skwarchuk and Travis, 1998;
Haston et al., 2002), attempts have been done to
establish genetic profiles to identify a range of candidate
genes susceptible to be informative on individual patient
radiation sensitivity. In the study from Andreassen et al.
(2003), single nucleotide polymorphisms in four candi-
date genes have been correlated to increased risk of
radiation-induced normal tissue reactions (7GFBI,
SOD2, XRC(C3, and XRCCI). Models based on multi-
ple genetic markers seem to date the more relevant tools
to predict individual radiation sensitivity.

4. Physiopathology of radiation intestinal toxicity

4.1. The intestinal mucosa: an acute-responding
compartment

The bordering epithelium is composed of differen-
tiated cells involved in the transport of intestinal
nutrients, water and electrolyte movements, mucus
secretion, immune defence or in the modulation of
intestinal function. These differentiated cells originate
from the proliferating compartment located in the base
of the crypts of Lieberkuhn. The epithelium is thus
continuously renewed and its structural and functional
integrity is governed by the proliferating capacity of
primitive cells. Radiation exposure affects crypt cell
proliferation and mucosal injury occurs as soon as
daughter cells no longer replace the extruded differ-
entiated ones (Potten et al., 1983; Potten, 1990). Acute
intestinal radiation injury is characterized by crypt cell
loss, villus atrophy, epithelial atypia with mucosal
erosion and intestinal barrier breakdown. Numerous
inflammatory changes are observed, with inflammatory
cell infiltration in the surface epithelium, lamina propria
and submucosa (Rubin and Casarett, 1968). Recently,
Hovdenak et al. (2000) showed that radiation proctitis
developed very early (2 weeks) during the course of
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pelvic RT. Depending on the dose received, mucosal
damage can range from minimal degenerative changes in
the germinal layers to complete cell loss, severe
ulceration, and mucosal necrosis. Since symptoms of
acute radiation sickness tend to cease after the comple-
tion of RT, acute mucosal injury was thought to be
transient. However, delayed radiation enteritis is now
considered as a continuum between acute and chronic
reactions. The concept of “‘consequential late effects”
introduced by Peters et al. (1988) on the oral mucosa
recognizes that late radiation damage may occur as a
consequence of acute, non-healing ulcers and necrosis.
Consequential late effects are observable in organs in
which the acute responding compartment represents a
barrier against mechanical or chemical injury such as
oral or intestinal mucosa (for review, see: Do6rr and
Hendry, 2001). Severe acute intestinal barrier break-
down may result in additional damage to the underlying
compartments such as connective and vascular tissues,
both implicated in late reactions. The detailed review of
radiation effects on the supportive tissues of the
gastrointestinal tract by Powers and Gillette (1995)
provided evidence for common observations following
localized intestinal radiation exposure in various animal
models. Briefly, intestinal fibrosis develops for doses of
20 Gy or more, and might be present in the absence of
mucosal ulceration. Fibrosis is, however, more severe
and is accompanied by inflammation and necrosis if
mucosal ulceration occurs during the acute phase
(Followill et al., 1993; Denham et al., 2000).

The direct link between the severity of acute reaction
and the development of late damage has not been fully
established but more and more clinical studies report
evidence suggestive of consequential late effects. For
example, in the following of 220 patients treated with
external beam radiation therapy to the whole pelvis
(4044 Gy, 2 Gy per fraction) followed with high dose-
rate intracavitary brachytherapy (7.2 Gy, 3 fractions) for
cervical carcinoma, Wang et al. (1998) showed a
correlation between the severity of acute diarrhea and
the prevalence of radiation proctitis 4 years after
treatment. The five-year proctitis-free rate did fall from
72% in patients with no obvious acute diarrhea to 29%
in the severe diarrhea group. Evidence for a consequen-
tial effect has also been demonstrated in patients treated
for prostate or endometrial cancer (Schultheiss et al.,
1997; Weiss et al., 1999; O’Brien et al., 2002).

An interesting study by Denham et al. (1999a) on
consequential late reactions in patients with head and
neck cancer, suggests that both the severity and duration
of acute confluent mucositis must be taken into account
to be predictive for late effects. Concerning the bowel
and especially the small intestine, the difficulty remains
the objective evaluation of both acute and late effects
(especially acute small intestinal mucosal ulceration), to
investigate the existence of a causal relationship between

acute and late reactions, as suggested by Denham et al.
(1999b).

Radiation-induced loss of exchange surface and
epithelial disorganization are associated with acute
intestinal functional impairment, which has been de-
scribed in numerous animal experiments (for review, see
MacNaughton, 2000). Globally, the injured epithelium
and subsequent loss of intestinal barrier function
compromise the host defence mechanisms and expose
the whole organism to life-threatening infections. The
exact pathogenesis of such dysfunction remains un-
known but the majority of patients suffer from post-
irradiation acute but also chronic bowel dysfunction.
Functional gastrointestinal toxicity results from differ-
ent pathophysiological mechanisms essentially related to
defaults in both intestinal transport and motility
(Ludgate and Merrick, 1985; Yeoh et al., 1993; Husebye
et al., 1994, 1995). Disturbances in intestinal transport
have been well-described after total body or abdominal
exposure in animal models, suggesting different mechan-
isms such as loss of functional mucosa (Quastler, 1956),
but also changes in water and electrolyte transport,
barrier properties and/or neuro-immune regulations
(Geraci et al., 1987; Gunter-Smith, 1987; MacNaughton
et al., 1994; Lebrun et al., 1998; Francgois et al., 1998,
2000, 2002).

Less is known about functional injury in the late
phases of radiation enteritis, and especially after
localized intestinal injury. We investigated small intest-
inal function in the rat after X-radiation exposure of a
scrotalized ileal loop (Francois et al., 2003). First results
showed acute and chronic impairment of water and
electrolyte transport capacity in irradiated as well as in
uninjured intestinal segments, probably with repercus-
sions as far as in the duodenum (Frangois, unpublished
data). Functional impairment in apparently unaffected
bowels has also been observed in patients after RT for
gynecological cancer. Altered migrating motor com-
plexes in proximal gut were associated with malabsorp-
tion syndrome and clinical symptoms of intestinal
pseudoobstruction (Husebye et al., 1994). Hockerfelt et
al. (2002) described interesting changes in enteric nerve
fiber densities in the human colon following abdominal
RT. Clinical studies on the possible mechanisms of
intestinal dysfunction following RT remain sparse and
the study by Hockerfelt et al. (2002) demonstrates the
necessity for further investigations. Radiation-induced
dysmotility of the small and large intestine has been well
described in dogs following single or fractionated total
abdominal irradiation (Otterson et al., 1992a,b; Sum-
mers et al., 1992; Summers and Hayek, 1993). Several
studies offer some mechanistic clues such as distur-
bances in neural, neuropeptidic and/or inflammatory
influences (Krantis et al., 1996; Picard et al., 2002;
Linard et al., 2003a, b). These experimental and clinical
data both on bowel transport and motility suggest that
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the whole gut should be considered in the management
of functional side effects following pelvic RT. Unfortu-
nately, there are few clinical studies dealing with
intestinal transport capacity and/or motor activity,
principally due to the time-consuming and sometimes
invasive techniques of investigation. Data available on
intestinal physiopathology during the acute and late
phases of radiation enteropathy are essentially based on
patients’ symptoms. These studies are of course very
informative but further animal experiments will be
necessary to understand the mechanisms responsible
for intestinal dysfunction for several reasons: (1) it is
known that diarrhea, a symptom shared by both acute
and late phases of intestinal radiation toxicity, may have
different etiologies, such as malabsorption, increased
water and electrolyte secretion or dysmotility, or even
more complex phenomenon such as immune or enteric
nervous influences (Sellin, 2001); (2) there may be
discrepancies between clinical and pathological observa-
tions (Dorr et al.,, 2002); and (3) a non-negligible
percentage of patients experience changes in bowel
habits suggesting intestinal dysfunction and responsible
for a decreased quality of life. These symptoms are not
life threatening and thus not referenced as late
complications, but treatment may be improved by the
understanding of the mechanisms of radiation-induced
intestinal dysfunction.

4.2. Vascular compartment

The vascular compartment is implicated in the
processes leading to and/or perpetuating radiation
fibrosis (Hasleton et al., 1985). Crypt stem cells were
considered as the primary target cells responsible for
acute radiation-induced intestinal injury. It is now
becoming evident that a one-population-based response
to radiation exposure is not sufficient to explain tissue
structural damage observed after irradiation. Another
aspect of acute mucosal radiation response is governed
by the high radiation sensitivity of the vascular and
microvascular compartments (Baker and Krochak,
1989). Radiation-induced endothelial apoptosis in the
microvessels has been recently shown to be determinant
in the acute loss of proliferating capacity of intestinal
stem cells (Paris et al., 2001). Pharmacologic (via basic
fibroblast growth factor) or genetic inhibition of
endothelial cell apoptosis (deletion of the acid sphingo-
myelinase gene) prevented radiation-induced crypt
damage and death from the gastrointestinal syndrome
in mice. Even if several studies have to be performed to
precisely define the respective roles for crypt stem cells
and endothelial cells in acute gastrointestinal radiation
injury, these results clearly show the complex interplay
between different cell types and tissue compartments in
the development of radiation enteritis. During the
subsequent mucosal inflammatory response, increased

vascular permeability is implicated in plasma protein
extravasation, the activation of the coagulation system
and the production of profibrosing mediators, suggest-
ing a possible link between endothelial dysfunction and
chronic radiation enteritis (Nguyen et al., 2000; Wang
et al., 2002a).

Structurally, obliterative changes observed during the
late phase of radiation enteropathy, with intimal fibrosis
and vessel distortion due to matrix deposition which
lead to tissue hypoxia; processes probably involved in
impaired tissue healing and regeneration. Functionally,
the chronicity of radiation lesions of the intestine may
implicate an imbalance in the coagulation homeo-
stasis and especially a reduction in endothelial throm-
bomodulin (involved in the anticoagulant pathway) in
favor of pro-thrombotic processes and subsequent
impaired intestinal tissue blood supply (Richter et al.,
1997).

4.3. Mesenchymal compartment

Berthrong and Fajardo (1981) have precisely de-
scribed the pathophysiology of chronic radiation injury
to the intestine. Briefly, the prefibrotic phase is
characterized by a chronic inflammation during which
the endothelial cell is thought to play a determinant role.
The phase of established fibrosis shows an accumulation
of inflammatory cells and activated proliferating fibro-
blasts responsible for fibrogenic cytokine secretion and
extracellular matrix deposition (Hauer-Jensen et al.,
1983; Langberg et al., 1994; Followill and Travis, 1995;
Skwarchuk and Travis, 1998). The real late phase is a
poorly vascularized fibrosis, with few fibroblasts and is
characterized by the densification of fibrotic tissue due
to a continuing remodeling of the extracellular matrix.
Necrosis may develop, with loss of substance and tissue
death, more frequently in patients presenting genetic
and/or co-morbidity predisposition factors such as
chronic infections.

Activation of mesenchymal cells and extracellular
matrix deposition is characteristic of post-traumatic
tissue reaction. The chronic activation of resident
mesenchymal cells was demonstrated in late radiation
injury in skin and lung, and characterized as the
phenotypic differentiation of resident fibrocytes into
fibrosis myofibroblasts (Rodemann and Bamberg,
1995). At the molecular level, TGF-f1 is recognized as
a primary fibrogenic cytokine promoting the initiation,
development, and persistence of delayed radiation
injury. Increased TGF-f1 expression has been observed
in various organs following radiation exposure (Martin
et al., 2000). Recently, a study in our laboratory on
fibrogenic signals in patients with radiation enteritis
provided the first evidence of connective tissue growth
factor (CTGF) as an essential fibrogenic mediator in the
persistence of delayed intestinal radiation injury
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(Vozenin-Brotons et al., 2003). The general concept of
the role played by TGF-f1 in radiation fibrosis suggests
that this molecule is involved in the initiation and
induction of intestinal radiation fibrosis rather than just
the later phases (Hauer-Jensen et al., 1998). In the later
stages, CTGF may act as a fibrogenic mediator
independently from TGF-$1 and may be responsible
for the maintenance of the fibrotic lesion. This sequence
of events has been observed in other pathologies such as
scleroderma (Holmes et al., 2001).

5. Therapeutic issues

When intestinal radiation fibrosis is established,
conservative measures are limited to high protein, high
calorie diet supplemented with vitamins and antispas-
modics. When there is hazard of intestinal occlusion
syndrome, surgical resection of injured segment remains
to date the only therapeutic solution, with problems of
healing of the anastomoses in cases of irradiated or
inflamed margins (anastomotic leakage). Efforts have
thus been directed towards some therapeutic tools on
one hand to prevent late complications, by reducing the
severity of acute reactions and, on the other hand, to
reverse established radiation fibrosis by acting on
molecular targets implicated in connective tissue remo-
deling.

5.1. Mucosal compartment

One approach to decrease complication rate asso-
ciated with intestinal irradiation is to physically reduce
the volume of normal tissue present in the irradiation
field by techniques such as patient positioning (Galla-
gher et al., 1986), conformal RT or intensity-modulated
RT (Tait et al., 1997; Mundt et al., 2003; Roeske et al.,
2003). Imaging techniques and computer planning are
used to localize precisely the tumor, minimizing the
volume of normal irradiated tissues, and thus improv-
ing tumor control rate by dose escalation (Glatstein,
2001). However, these more aggressive schedules are
associated with severe acute toxicity (Peters et al., 1988;
Denham et al., 1996). Based on the concept of
consequential late effects earlier evoked (Dorr and
Hendry, 2001), it is now quite well established that the
frequency and/or severity of late effects are at least in
part influenced by the severity of acute intestinal
reactions. One therapeutic direction may thus be to
minimize acute mucosal injury during RT to limit the
consequential part of the delayed adverse effects. One
may, however, keep in mind that an eventual protective
effect on cancer cells remains the main pitfall of several
therapeutic strategies.

Three major directions may be mentioned: scavenging
the reactive oxygen species (ROS) produced during the

very acute normal tissue response to ionizing radiation
(superoxide dismutase, amifostine), ensuring an essen-
tially mechanical mucosal protection (sucralfate) or
stimulate intestinal cell production (growth factors).
Prophylactic treatment with selenium and/or vitamin E
as well as gene transfer of human manganese superoxide
dismutase reduced radiation-induced intestinal injury in
rodents (Mutlu-Tirkoglu et al., 2000; Guo et al., 2003).
Pretreatment with the ROS scavenger amifostine was
able to reduce the RT-induced acute bladder and lower
gastrointestinal toxicity in patients with pelvic malig-
nancies (Athanassiou et al., 2003). The efficacy of such
treatments on late effects is, however, still unknown. In
clinical settings, the study published by Henriksson et al.
(1992) demonstrating beneficial effects of orally admini-
strated sucralfate on acute stool frequency and diarrhea,
was followed by several studies which failed to
demonstrate striking benefits on late complications and
results remain controversial (O’Brien et al., 2002). A
growing field of interest is the use of growth factors to
prevent or ameliorate radiation-induced intestinal mu-
cosal injury. The principle is to accelerate cell growth
and differentiation to balance radiation-induced epithe-
lial cell loss. Keratinocyte growth factor (KGF) seems to
be the more relevant among the growth factors tested
(for review, see: Farrell et al., 2002). Recombinant
human KGF is in phase I clinical trial to prevent oral
mucositis in patients receiving chemotherapy for meta-
static colo-rectal cancers (Meropol et al., 2003). Another
recently discovered intestinotrophic factor is glucagon-
like peptide-II (GLP-2). Several studies have been
performed demonstrating that GLP-2 helps intestinal
recovery in several models of mucosal injury (for review,
see L’Heureux and Brubaker, 2001). The beneficial
effects of GLP-2 treatment on radiation-induced acute
gastrointestinal syndrome in mice have been recently
observed (Potten et al., 2003). Attempts to prevent
bowel injury following localized small intestinal irradia-
tion with GLP-2 administration are currently under
investigation in our laboratory. Other approaches
aiming to modify both acute and late reactions in
different organs are based on the limitation of the
inflammatory response via the administration of mod-
ulators of prostaglandin metabolism, COX-II inhibitors,
inhibitors of angiotensin-1-converting enzyme, or an-
giotensin-2 receptor blockers (Yoon et al., 1994; Molteni
et al., 2000, 2001). Finally, the somatostatin analogue
octreotide was found to markedly ameliorate acute and
chronic radiation injuries in the rat and provided
evidence of the importance of consequential phenomen-
on in the development of late effects (Wang et al., 2001).
Octreotide has also been shown to be efficient in the
control of moderate-to-severe acute radiation-induced
diarrhea in patients undergoing pelvic RT, with however
no data actually available concerning late complications
(Yavuz et al., 2002).
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5.2. Vascular compartment

The prevention of bowel adverse effects by the use of
antithrombotic factors seems to date to be the most
promising strategy. Wang et al. (2002a) demonstrated
that radiation enteropathy in the rat was associated with
deficiency in microvascular thrombomodulin. More-
over, short-term inhibition of platelet aggregation
ameliorated radiation-induced toxicity in rat small
intestine (Wang et al., 2002b). The use of HMG CoA
reductase inhibitors, such as statins, may increase the
production of thrombomodulin and thus restore the
tissue coagulation homeostasis. This has been shown in
cultured human endothelial cells, where statin treatment
increased cellular thrombomodulin activity (Shi et al.,
2003). As far as the authors are concerned, no data are
actually available in vivo on the possible therapeutic
benefits of statin treatment following intestinal radiation
exposure.

5.3. Mesenchymal compartment

Targeting the mesenchymal compartment to inhibit
the constant extracellular matrix remodeling is the only
therapeutic issue available to reverse established radia-
tion fibrosis. The enzyme superoxide dismutase has been
shown to have curative anti-fibrosing properties via its
action on TGF-f1 (Vozenin-Brotons et al., 2001). The
role of TGF-$1 in intestinal radiation fibrosis was
confirmed by the amelioration of radiation enteropathy
in mice by the in vivo administration of a recombinant
soluble TGFp type-II receptor (Zheng et al., 2000). The
combination of pentoxifylline and tocopherol has been
shown to induce radiation fibrosis regression in several
reports, such as the one recently published on breast
cancer patients (Delanian et al., 2003). Possibilities of
fibrosis reversion are investigated in our laboratory by
the study of cellular and molecular pathways implicated
in the development of intestinal fibrosis (Vozenin-
Brotons et al., 2003).

6. Conclusion

Radiation enteritis continues to be a limiting factor in
the application of pelvic RT. Improvement in RT
techniques and a constant research in the best schedules
to limit normal tissue injury is supported by more and
more laboratories interested in the side effects of
radiation treatment (Hauer-Jensen et al., 2003).
Although severe toxicities (intestinal obstruction and
fistulae) are becoming less common today with the use
of modern RT, many patients are confronted to
gastrointestinal problems ranging from intermittent
diarrhea to malabsorption, which may result in im-
portant patient distress. To limit the late sequels of RT is

also part of the cancer treatment, and as reported by
Pedersen et al. (1994), truly successful therapeutic
outcome requires the patient alive, cured, and free of
significant treatment-related morbidity.
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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 individuals 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 I 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 «o-sm actin associated with
increased collagen deposition and increased expression of

Late intestinal toxicity is one of the most common

www.gutinl.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 downstream effector, Rho kinase
(ROCK)." Furthermore, Heusinger-Ribeiro et al showed that
CTGF gene expression depends on the Rho signalling

Abbreviations: CTGF, connective tissue growth factor; o/ y-sm actin, o/
v smooth muscle actin; HSP, heat shock protein; ROCK, Rho kinase; N/
RE SMC, normal/radiation enteritis smooth muscle cells; COL1AT, 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; NF«B, nuclear
factor 1B; TNF-o, tumour necrosis factor o; TGF-B1, transforming growth
factor p1
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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
ethics 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 pm, 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 1II 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 puM Y-27632
(Bioblock, Illkirch, 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 +
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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 housekeeping 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 compare the set of normal samples with each 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
(Courtaboeuf, 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 (COL1Al), 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.
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Figure 1 (A) Intestinal smooth muscle cells exhibited fibrogenic
differentiation in vivo. In the muscularis propria, Sirius red staining
showed collagen infiltration within smooth muscle bundles in radiation
enteritis (II, 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,
x200) whereas strong staining was observed in radiation enteritis (VI,
x200). (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=6).

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 ng) were separated by 12% sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and electrotrans-
ferred onto a 0.45 um 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 (NFkB) binding elements (5'-GAG
GAA TGT CCC TGT TTG-3') were 5" end labelled with
[y-*?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 ug nuclear extract for
30 minutes at room temperature in a final volume of 20 ul
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
are 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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Figure 2 (A) Immunofluorescence
experiments showed that normal
smooth muscle cells (N SMC) exhibited
typical intestinal differentiation markers
in vitro. They were positive for vimentin
and tropomyosin whereas only a few
cells expressed o smooth muscle actin
(ot-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) secrefion (experiments done in
duplicate; 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, spontaneous 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 anadlysis revealed induction in the expression
profile of ﬁenes coding for the Rho pathway in radiation enteritis smooth
muscle cells (RE SMC) compared with normal smooth muscle cells (N

SMC). Hybridisation intensities were obtained using the Atlas Im
software, converted into ratios, and adjusted for background an
housekeeping gene expression. A ““normal composite array”’ was

age 1.5

d

established by averaging the three arrays obtained from the three N

SMC lines and compared with the two RE SMC lines.

N SMC RE SMC

16

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 a-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 I
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 p2IlRac
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 simultaneously 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.

www.gutinl.com
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Figure 4 Alteration of actin stress fibre network by Rho kinase
ingibirion, F-actin was determined by FITC-phc”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 uM 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 COL1Al gene expression and showed that
COL1A1 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 o—sm actin
or HSP27 protein expression or on CTGF or COLIA1 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); 11p<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 (COLTA1) 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;
11p<0.01 compared with untreated RE SMC.

Rho kinase inhibition decrease NFkB 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 NF«B inhibitor, decreased
NFxB DNA binding activity in RE SMC but not in N SMC
(fig 6A). Western immunoblotting was used to determine
whether inhibition of NFxB DNA binding activity occurs
through stabilisation of the IxBa 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 (NFkB) 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 NFxB DNA binding. The blot is
representative of two independent experiments. (B) Western blot analysis
of IkBe and pé5 in cytoplasmic extract of normal smooth muscle cells (N
SMC) and radiation enteritis 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, pl60 ROCK blockade
altered the actin network and decreased CTGF constitutive
expression, most probably through inhibition of NFkB.
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 intestinal smooth muscle cell
differentiation towards an immature phenotype with altered prosecretory
and contractile properties. CTGF, connective tissue growth factor;
a/v-sm actin, o/ smooth muscle actin; HSP, heat shock protein; NF«B,
nuclear factor xB.

synthesis. Our results suggest that pl60 ROCK blockade
tends to reverse fibrogenic differentiation in vitro, and
provides new 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 p160 ROCK using Y-27632*" elicited
disruption of the actin cytoskeleton and decreased expression
of a-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 NFxB.* Segain and colleagues® recently
demonstrated that blockade of ROCK with Y-27632 pre-
vented production of proinflammatory cytokines (tumour
necrosis factor o (TNF-a), interleukin 1B) through inhibition
of IkB kinase and NF«kB activation in Crohn’s disease. 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 NFxB DNA binding
activity and induced cytosolic stabilisation of IxBo. 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 IxkBa, and
inhibits NFkB nuclear translocation and CTGF transcriptional
activation. This hypothesis seems consistent with the find-
ings of Segain ef al 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 NFkB 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 NFkB acts on CTGF transcriptional activation in
our model and to determine if NFkB 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.

Figure 1

Question

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

See page 373 for answer
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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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Global gene expression profiles reveal an increase in mRNA levels of
collagens, MMPs, and TIMPs in late radiation enteritis
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Strup-Perrot, Carine, Denis Mathé, Christine Linard, Domin-
ique Violot, Fabien Milliat, Agnes Francois, Jean Bourhis and
Marie-Catherine Vozenin-Brotons. Global gene expression profiles
reveal an increase in mMRNA levels of collagens, MMPs, and TIMPs
in late radiation enteritis. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol
287: G875-G885, 2004. First published June 3, 2004; 10.1152/
ajpgi.00088.2004.—Radiation enteritis, a common complication of
radiation therapy for abdomina and pelvic cancers, is characterized
by severe transmural fibrosis associated with mesenchymal cell acti-
vation, tissue disorganization, and deposition of fibrillar collagen. To
investigate the mechanisms involved in this pathological accumula-
tion of extracellular matrix, we studied gene expression of matrix
components along with that of genes involved in matrix remodeling,
matrix metalloproteinases (MMPs), and tissue inhibitors of metallo-
proteinases (TIMPs). Hybrid selection on high-density cDNA array,
real-time RT-PCR, gelatin zymography and imunohistochemistry
were used to characterize the mRNA expression profile, activity, and
tissue location of extracellular matrix-related genes in radiation en-
teritis compared with healthy ileum. cDNA array analysis revealed a
strong induction of genes coding for collagens |, I11, 1V, VI, and VIII,
SPARC, and tenascin-C, extracellular-matrix degrading enzymes
(MMP-1, -2, -3, -14, -18+19), and metalloproteinase inhibitors
(TIMP-1, -2, plasminogen activator inhibitor-1) in radiation enteritis.
This increase was correlated with the degree of infiltration of the
mucosa by inflammatory cells, and the presence of differentiated
mesenchymal cells in the submucosa and muscularis propria. Despite
the fact that expression of collagens, MMPs, and TIMPs simulta-
neously increase, quantification of net collagen deposition shows an
overall accumulation of collagen. Our results indicate that late radi-
ation enteritis tissues are subjected to active process of fibrogenesis as
well as fibrolysis, with a balance toward fibrogenesis. This demon-
strates that established fibrotic tissue is not scarred fixed tissue but is
subjected to a dynamic remodeling process.

fibrosis; radiation therapy; ileum; cDNA array; extracellular matrix

PELVIC RADIATION THERAPY Is frequently associated with normal
intestinal tissue toxicity, which may result in the development
of progressive fibrosis. During fibrogenesis, the compliant
relationship between the mucosa and the submucosa is lost,
which contributes to stricture formation, subsequent intestinal
obstruction, and ultimate organ failure. The main feature of
tissue fibrosis is excessive accumulation of abnormal and
cross-linked collagen mainly composed of fibrillar and imma-

Address for reprint requests and other correspondence: M. C. Vozenin-
Brotons. Laboratoire UPRES EA 27-10 “Radiosensibilité des tumeurs et tissus
sains,” PR1, 39, rue Camille Desmoulins, 94805 Villgjuif CEDEX (E-mail:
vozenin@igr.fr).

http://www.gjpgi.org

0193-1857/04 $5.00 Copyright © 2004 the American Physiological Society

ture ECM components (8). The precise mechanisms underlying
the dramatic deposition of connective tissue observed in tissue
fibrosis remain unclear. However, failure to maintain ho-
meostasis of the ECM and upsetting the balance between
synthesis and degradation of ECM components may play an
important role.

The synthesis of ECM components is regulated at the tran-
scriptional, posttranscriptional, trandlational, and posttransla-
tional levels. Collagen lysis is regulated by the balance be-
tween the activity of matrix metalloproteinases (MMPs) and
that of their tissue inhibitors (TIMPs). MMPs consist of a
family of at least 25 zinc-dependent proteases (3, 19, 40). The
latter are classified according to their substrate specificity and
structural features into gelatinases (MMP-2, -9), stromelysins
(MMP-3, -7, -10, -11), elastases (MMP-12), collagenases
(MMP-1, -8, -13, -18), and membrane-type MMPs (MMP-14,
-15, -16, -17). MMP activity is tightly controlled both at the
transcriptional and the trandational levels (19). Analysis of the
control elements of the promoter region of MMP genes re-
vealed common arrangements of the transcription factor bind-
ing sites. This specific promoter structure is thought to be
required for the control of the tissue-specific expression of
MMPs and to involve a functional cooperation between tran-
scription factors of the AP-1 and Ets family (5). Most MMPs
are secreted as zymogens and require proteolytic activation. In
vivo activation of pro-MMPs is mostly mediated through the
plasminogen-plasmin cascade and by MMPs themselves (18,
30). Another type of MMP activation, which has been reported
for MMP-2, is through the membrane-type MMP-1 (MM P-14)
(28). This process may be associated to fibrogenesis as MMP-2
degrades basement membrane type IV collagen (4), which is
thought to facilitate the deposition of fibril-forming collagen.
The third level of control of MMP activity is ensured by
TIMPs, which are known to inhibit active MMPs at a stoichi-
ometric ratio of 1:1 (38). Four subtypes of TIMPs (TIMP-1 to
-4) have been identified so far (2). Whereas TIMP-1 inhibits a
broad range of MMPs, TIMP-2 seems to specifically inhibit
MMP-2.

The control of the ECM turnover during the wound healing
process and fibrosis depends on a sharp balance between ECM
synthesis and degradation, and involves cooperation among
three groups of genes. ECM components, proteases, and pro-
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tease inhibitors. Recent global approaches, such as gene array
analysis, allow an overall and integrated view of the regulation
of ECM remodeling. This approach has been successfully
applied to intestinal inflammatory and fibrotic disorders (34).
In experimental models of T-cell-mediated intestinal injury,
overexpression of MMPs (MMP-1, -3, -9) was found to be
associated with a decrease in TIMP expression (26), whereas
concomitant overexpression of MMPs (MMP-1, -2, -3, -14)
and TIMP-1 was observed in inflamed mucosa of inflammatory
bowel disease (IBD) samples (34). Overexpression of MMPs,
however, globally exceeded that of TIMP-1, which led to a net
increase in proteolytic activity in the inflamed mucosa. There
are very little data on MMPs in relation to intestinal fibrosis
and even less in relation to radiation-induced fibrosis, with
most studies focusing on the relationship between MMPs and
mucosal ulceration (11). However, conflicting theories have
been proposed. The excessive accumulation of collagen may
be the consequence of increased ECM synthesis associated
with decreased ECM degradation. In skin radiation-induced
fibrosis, Lafuma et al. (10) reported decreased activity of
gelatinases associated with increased TIMP activity. Zhao et al.
(42) likely reported that the increased expression of plasmin-
ogen activator inhibitor-1 (PAI-1) after exposure to ionizing
radiation led to decreased ECM degradation and to collagen
accumulation.

This study aimed at investigating the balance between fibro-
genesis and fibrolysis during intestinal radiation-induced fibro-
sis. cDNA array analysis is a global approach that enabled us
to simultaneously quantitate mRNA expression of ECM com-
ponents, MMPs, TIMPs, and PAI-1 in bowel biopsies from
patients with radiation enteritis. Changes in expression levels
of MMPs and TIMPs were confirmed by real-time RT-PCR,
and immunol ocalization was used to characterize the cell types
involved in the control of ECM remodeling.

MATERIALS AND METHODS

Tissue sampling. Twenty-two patients treated by surgery for intes-
tina occlusion caused by delayed radiation-induced enteritis entered
the study. The patients characteristics are shown in Table 1. Histo-
logical and immunohistological studies were performed in 22 patients
and tissue samples from six patients were frozen for subsequent
mMRNA and gelatin zymography studies. In most cases, the severity of
the affliction did not allow resection of healthy intestine. Healthy
ileum samples obtained from six patients without radiation enteritis,
who underwent colon surgery, were used as controls. These control

Table 1. Characteristics of the patient population

ECM REMODELING IN LATE RADIATION ENTERITIS

samples were free of malignancy and showed regular histology after
hematoxylin and eosin staining. Collagen deposition was detected by
Sirius Red staining. Procurement of tissue samples received prior
approva from our ingtitution’s Ethics Committee and was performed
according to the French Medical Research Council guidelines.

Gene array analysis. Total RNA was extracted from frozen tissue
by the method of Chomczynski as already described (35), and quan-
tified by absorption spectrometry. RNA was treated with RNase-free
DNase (0.5 U/ul) to remove contaminating genomic DNA. RNA
integrity was checked and PolyA RNA was purified from 20 pg of
total RNA using the RNA Atlas Pur kit (Clontech, Ozyme, St. Quentin
en Yveline, France). Radiolabeled cDNA was prepared according to
Clontech’s instructions and hybridized with the Cell Interaction and
Atlas Human 1.2 arrays. A list of all the genes included in these two
arrays as well as their functions can be found at www.clontech.com/
atlas and is deposited into the Gene Expression Omnibus database
(www.nchi.nih.gov/geo) under GEO accession nos. GPL127 and
GPL 135. Phosphorimager intensifying screens were exposed to mem-
branes and mRNA expression levels were determined by scanning the
screen with a phosphorimager (Raytest; Fuji, Courbevoie, France).
Analysis of differentiadl MRNA expression was carried out by using
the Atlas Image 1.5 software, and data were normalized with selected
housekeeping genes (HPRT, GAPDH, TUBA1, RPL13A, 40S ribo-
somal protein 9) as already described (35). Signal intensities had to
be significantly above background (i.e., 50% or more) to be consid-
ered. Only changes in the expression level greater than twofold the
average control level were considered significant.

Determination of net collagen deposition in radiation enteritis. We
used the method recently proposed by Sandler et al. (27) to assess net
collagen deposition. Briefly, relative change in MMP activity in
radiation enteritis was expressed as the ratio of the fold change in
MMP mRNA to TIMP mRNA expression. The fold change in colla-
gen mRNA in radiation enteritis was divided by this relative MMP
activity: fold change in collagen/(fold change in MMP/fold change in
TIMP). Values thus obtained reflected a tendency toward collagen
deposition relative to steady state when >1 and toward matrix
degradation when <1. Example: Type Il collagen is a substrate for
MMP-1, -3, and -14. MMP-1 and -3 are both inhibited by TIMP-1,
and MMP-14 is inhibited by TIMP-2. The fold change of COL31A1
MRNA in radiation enteritis is 3.9; the fold changes of MMP-1, -3,
and -14 mRNA in radiation enteritis are, respectively, 11.7, 19.8, and
2.3; the fold changes of TIMP-1 and -2 mRNA in radiation enteritis
are, respectively, 54 and 2.5. Relative expressons of MMP-1/
TIMP-1, MMP-3/TIMP-1, and MMP-14/TIMP-2 were, respectively,
2.1, 3.6, and 0.92. Collagen type 3 aphal (COL3A1)/MMP-L.TIMP-
1= 1.8, COL3AL/MMP-3:TIMP-1 = 1.08, and COL3ATVMMP-14:
TIMP-2 = 4.2,

Confirmation of differential gene expression. Two micrograms of
total RNA were reverse transcribed with SuperScript Il reverse tran-

Time after RT, mo Tumor Site Age, yr Sex Treatment
Radiation enteritis (22 with ileal stricture)
1-52 Rectum cancer (9) 44-69 5M/4F RT 45 Gy/SICT (7)
RT 34-35 Gy/SIRT 15-25 Gy (2)
4-28 Gynecologica cancer (12) 27-71 12F S/IRT 45 Gy/CT (4)
S/RT 45 Gy/CT/BT 10-15 Gy (4)
S/BT 60 Gy (2)
BT 60 Gy/SIRT 45 Gy (1)
RT 65 Gy (1)
75 Hodgkin's disease (1) 51 M RT 40 Gy/CT
Healthy bowel (6)
0 Colon adenocarcinoma 29-81 3M/3F Nonirradiated

Right hemicolectomy

RT, pelvic radiotherapy; BT, brachytherapy; CT, chemotherapy; S, surgery; Gy, gray; M, male; F, female. Number in parentheses is number of patients.
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scriptase (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) using random hexam-
ers. Primers were generated with the Primer Express software (Ap-
plied Biosystems, Courtaboeuf, France) and were purchased from
Invitrogen: collagen type | apha 2 (COL1A2), 5'-CGCGGACTTT-
GTTGCTGCTTG-3' (Forward); 5-GGAAACCTTGAGGGCCT-
GGG-3' (Reverse); MMP-2, 5'-CGCTCAGATCCGTGGTGAG-3'
(Forward); 5'-TTGTCACGTGGCGTCACAG-3' (Reverse); MMP-3,
5'-CAAGCCCAGGTGTGGAGTTC-3' (Forward); 5'-GGGTTTT-
GCTCCACTTCGG-3' (Reverse); MMP-14, 5'-TGGACACG-
GAGAATTTTGTGC-3' (Forward); 5'-ACCCCCATAAAGTTGCT-
GGAT-3' (Reverse); TIMP-1, 5'-CACCCACAGACGGCCTTCT-3
(Forward); 5'- CTTCTGGTGTCCGCACGAA-3' (Reverse); TIMP-2,
5-TGACTTCATCGTGCCCTGGG-3' (Forward); 5-CTGGAC-
CAGTCGAAACCCTTGG-3'(Reverse). Optimized PCR used the
ABI PRISM 7700 detection system in the presence of 135 nM specific
forward and reverse primers for COL1A2, MMP-2 and -3, TIMP-2,
and 45 nM specific forward and reverse primers for MMP-14 and
TIMP-1. Both water and genomic DNA controls were included to ensure
specificity. The purity of each PCR product was checked by analyzing
the amplification plot and dissociation curves. Relative mRNA quan-
titation was performed by using the comparative AAC+ method.
Relative quantification in radiation enteritis = 2~ 24T where AACt
is defined as the difference between the mean ACr(radiation enteritisy @nd
the mean ACr(heathy bower), aNd ACr, the difference between the mean
CT(COL1A2, MMPs, TIMPS) and CT(183)-188 was used as endogenous
control. Each sample was monitored for fluorescent dyes, and signals
were regarded as significant if the fluorescence intensity exceeded

UA
_Ql\-i-ha\oﬂ
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10-fold of the standard deviation of the baseline fluorescence, defined
as threshold cycles (Cr). Cr were selected in the line in which all
samples were in logarithmic phase.

Gelatin zymography. Frozen tissue samples were crushed to pow-
der in liquid nitrogen, homogenized in 250 mM Tris-HCI buffer (pH
7.6), containing 150 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 1% Triton X-100, and
protease inhibitors (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France).
Supernatants were collected, and protein concentration was deter-
mined by using the Lowry method. Gelatinase activity was assessed as
follows: 1 mg/ml type A gelatin from porcine skin (Sigma-Aldrich)
was copolymerized in 8% SDS-polyacrylamide gel, and was used as
substrate. The samples were diluted 1:1 in sample buffer consisting of
62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), 10% glycerol, 2% SDS, and 0.05%
bromophenol blue. Four micrograms of each protein sample were
separated by electrophoresis at a constant voltage of 100 V for 1-2 h
at 4°C. The gel was then washed twice in 2.5% Triton X-100 and
incubated overnight at 37°C in a buffer containing 50 mM Tris-HCI
(pH 7.8), 5 mM CaCl»-2H,0, 50 mM NaCl, 0.01% Brij 35, and
0.02% NaNs. Gels were stained with 0.5% Coomassie blue in 25%
isopropanol and 10% acetic acid for 60 min, and destained in a
mixture containing 10% methanol and 10% acetic acid until the
stacking gel was destained. Bands of gelatin lysis appear as clear
zones countering a blue background. Densitometric analyses were
performed by using an image analyzer (Biocom, Les Ulis, France)
interfaced with the Phoretix image analysis software (Nonlinear
Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK).

Fig. 1. Collagen staining by Sirius red in the mu-
cosa (A) and the submucosa (B) of a healthy bowel
(HB) sample and in the mucosa (C) and the submu-
cosa (D) of a radiation enteritis sample. Gene ex-
pression of collagen type | apha 2 chain
(COL1A?2), determined by real-time RT-PCR, was
measured in radiation enteritis (RE) samples (n =
6) and compared with the expression in HB samples
(n = 6). Vaues were normalized to 18S RNA and
are means = SE (*P < 0.05). UA, arbitrary unit.
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Immunostaining. Four-micrometer-thick acid formaldehyde alco-
hol or Bouin-fixed paraffin-embedded sections were used to immu-
nolocalize MMP-2 (1:150, 42-5D11), MMP-3 (1:75, SL-1 111C4),
MMP-9 (1:3,000, 56—2A4), MMP-14 (1:5,000, 113-5B7), TIMP-1
(2:100, 102D1), and TIMP-2 (1:1,500, 67-4H11). Antibodies were
purchased from Chemicon (Euromedex, Mundolscheim, France).
These antibodies were described to recognize pro- and active forms of
MMP without crossreacting with other MMPs and TIMPs. After
dewaxing and rehydration, endogenous peroxidase activity was elim-
inated with 3% hydrogen peroxide in PBS. MMP-3 and TIMP-1
epitopes were unmasked in 10 mM citrate buffer (pH 6.0). To inhibit
nonspecific staining, slides were incubated 10 min at room tempera-
ture with serum-free DAKO (Trappes, France) Protein Block and
incubated overnight at 4°C with the primary antibody, diluted in
DAKO Antibody Diluent. Slides were then rinsed in Tris-HCI/NaCl/
Tween 20 (50 mM, 0.3 M, 0.1%, respectively). The primary antibody
was detected by using the EnVision™ anti-mouse horseradish perox-
idase (DAKO) revealed by Vector NovaRED substrate kit (Bio-
Valley) and counterstained with IMeyer’s hemalun. Known positive
cases and negative controls (omission of the primary antibody and
irrelevant mouse 1gG1 incubation) wereincluded in each run and were
shown to be positive and negative, respectively. A semiquantitative
analysis of MMP-2, -3, -9, and -14, and TIMP-1 and 2 was performed
by using the following scoring system. Intensities of staining in
epithelium, lamina propria, submucosa, vessels, muscularis propria,
and serosa were assigned a score, where — represents no staining; +,
weak staining; ++, mild staining; and ++ +, strong staining. Total
score was the mean value obtained for each bowel layer.

ECM REMODELING IN LATE RADIATION ENTERITIS

Satistical analysis. For rea-time RT-PCR and zymography, sta-
tistical differences between means of control group and radiation
enteritis group were evaluated by using Student’s t-test.

RESULTS

Histopathological study. Examination of hematoxylin and
eosin-stained and Sirius Red-stained sections (Fig. 1, A-D)
revealed common histological featuresin all radiation enteritis
samples. Severe fibrosis affected the whole intestinal wall;
transmural collagen accumulation was observed in the mucosa,
submucosa, and muscularis propria. Real-time RT-PCR anal-
ysis showed that COL1A2 mRNA level increased in radiation
enteritis (Fig. 1E).

Gene array analysis. A “normal” composite membrane,
which included mRNASs expressed in all six control samples
was generated and compared with membranes established for
each radiation enteritis sample. Genes were selected when their
expression level was atered by more than twofold compared
with controls.

Levels of mRNA coding for the fibrillar collagen type |
alpha 2 (COL1A2) and COL3A1 were increased by 3.8- and
5-fold in radiation enteritis (Fig. 2A; notice that collagen type
| apha 1 was not spotted on the array). Furthermore, the
collagen I-to-collagen |11 ratio increased from 1.3 in control
samplesto 1.8 in radiation enteritis. The level of mRNA coding

OHB ORE
500 826 556
400 -
300 -
200 -
Fig. 2. Gene array analysis of extracellular 100
components (A), matrix metalloproteinases F
(MMPs), tissue inhibitors of MMP (TIMPs), 0 ] .—l_l T .
and  plasminogen activaor inhibitor-1 COL1A2  COL3A1  COL4A2  COL6A3  COL8A1 SPARC/ON TNC (X78666;
(PAI-1) genes (B) in HB samples (n = 6) (X66626;  (X14420)  (X06610)  (X62022)  (X67627)  (J03040) M66618)
and RE samples (n = 6). Hybridization in- J03464)
tensities were obtained by using the Atlas
Image 1.5 software, converted into ratios,
and adjusted for background and housekeep- OHB ORE
ing genes expression (Gene X intensity 150 530
background)/(average intensity for al 6 ]
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for the microfibrillar type VI apha 3 collagen was increased by
threefold, whereas mRNA coding for the alpha 1 and apha 2
chains were, respectively, increased by 1.8 and 1.7 and were
not included in the Fig. 2A, because they did not reach the
cut-off value. The level of mMRNA coding for the stromal
component tenascin-C was also increased by threefold in
radiation enteritis (Fig. 2A). These observations are consistent
with the development of tensile ECM, which characterizes late
radiation-induced fibrosis. Compositions of vascular and base-
ment membrane ECM were also found to be altered in radia-
tion enteritis. We observed two- and sixfold increases in type
VIl apha 1 collagen and Sparc mMRNA levels, respectively.
Collagen type 1V alpha 2 (COL4A2) hybridization signal was
below the background signal in healthy bowel sample, but was
detectable in radiation enteritis samples (notice that COL4A3
and COL4A6 were also slightly increased but did not reach the
cut-off value). Composition of basement membrane cDNA
array analysis further showed that the expression level of
interstitial collagenases (MMP-1 and MMP-18+19), gelati-
nase (MMP-2), membrane-type MMP (MMP-14), and strome-
lysin (MMP-3) increased by 2- to 19-fold in radiation enteritis
(Fig. 2B), whereas hybridization signal of the macrophage-
specific metalloelastase (MMP-12) was below the background
signal in radiation enteritis but was detectable in healthy bowel
samples. Both MMP-9 and -7 were not found to be differen-
tially expressed. Levels of MMP inhibitors, TIMP-1, TIMP-2,
and PAI-1 increased by five-, two-, and threefold in radiation
enteritis, respectively (Fig. 2B).

Because the balance among collagen synthesis, collagen
degradation by MMPs, and inhibition of MMPs by TIMPs
regulates collagen deposition, we assessed net collagen depo-
sition in radiation enteritis samples using the method devel-
oped by Sandler et al. (27). It is assumed that no net collagen
deposition or degradation occurs in control samples. Thus the
collagen/MMP:TIMP value was set to 1 for controls and used
as a reference. Each collagen mRNA expression value was
divided by the fold change value for the relevant MMP and
TIMP (Fig. 3) and values above 1 are in favor of net collagen
deposition. Results thus obtained suggest that net collagen
deposition occurs in radiation enteritis despite the increase in
MMP mRNA. Both the Sandler method (27)and Sirius Red
spectrophotometric collagen assay (36) revealed asimilar trend
to net collagen deposition.

Gelatinase expression. Real-time RT-PCR anaysis con-
firmed that MMP-2 and -14 (Fig. 41) mRNA level increased in
radiation enteritis. As regards MMPs, protein levels are
thought to be well correlated with mRNA expression. Thus to
investigate whether mRNA levels correlated with MMP activ-
ity, gelatin zymography was performed on whole tissue ex-
tracts. We found a strong MM P-2 activity (Fig. 411) in radiation
enteritis samples. Furthermore, despite the fact that MMP-9
mRNA induction did not reach the twofold cut-off value in the
cDNA array anaysis, we observed an increase in MMP-9
activity in zymography experiments although statistically non-
significant due to interindividual variability (Fig. 411), whereas
real-time RT-PCR showed a fivefold increase of MMP-9
mRNA level (Fig. 4l).

Cellular localization of MMP-2, -9, and -14 was assessed by
immunostaining. Representative immunohistochemical stain-
ing patterns in control and radiation enteritis samples are
shown in Fig. 5. A strong increase in MMP-2 staining was
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Fig. 3. Collagen-to-MMP-to-TIMP ratio in RE. Relative expression of MMP
was calculated by determining the fold change of the MMP mRNA expression
relative to its relevant inhibitor TIMP (i.e., fold change of MMP-1, -3, and -19
mRNA expression was divided by fold change TIMP-1 mRNA expression).
Fold change of MMP-2 and -14 mRNA expression was divided by fold change
TIMP-2 mRNA expression. The fold change for collagen mRNA was then
divided by the fold change value for the relevant MMP/TIMP to yield the fold
change in the ratio of collagen deposition to collagen degradation compared
with the steady state.

found in each layer of the bowel in radiation enteritis (Fig. 5,
C—F). In the mucosa, MM P-2 was detected at the apical end of
epithelia cells, in a-sm actin positive subepithelial myofibro-
blasts, and inflammatory cells. Activated fibroblasts and leu-
cocytes infiltrating the submucosa, as well as smooth muscle
cells of the muscularis propria were also stained. Because
MMP-14 is involved in the proteolytic activation of pro-
MMP-2, and MMP-14 mRNA levels were found increased in
radiation enteritis, we sought to determine the cell type in-
volved in MMP-14 expression by immunolocalization (Fig. 5,
J-0O). A gradient of expression was observed along the crypt-
villus axis: epithelial cells of the crypt were negative, whereas
differentiated epithelial cells were strongly positive. MMP-14
was detected in the same cell types as those found positive for
MMP-2 (i.e., subepithelial myofibroblasts, leucocytes, submu-
cosal fibrosis myofibroblasts). Endothelia cells, however, ap-
peared to be MMP-2 and -14 negative. An increased MMP-9
MRNA level was found in radiation enteritis, as shown by
real-time RT-PCR experiments, and immunostaining provided
evidence that MMP-9 protein was mainly expressed in leuco-
cytes. MMP-9 staining was thus directly related to the degree
of infiltration by inflammatory cells, which increased in radi-
ation enteritis (Fig. 5, H-).

Sromelysin expression. In our experimental conditions (10
ng of cDNA), MMP-3 mRNA was only detected in radiation
enteritis samples, thus confirming the induction of MMP-3
mMRNA observed by cDNA array analysis. MMP-3 immuno-
staining showed very few positive cells (mostly leucocytes) in
the mucosa of control samples, whereas strong positive stain-
ing was observed in the mucosa and the submucosa of radiation
enteritis samples. Epithelial cells and mucosal macrophages
were hugely labeled, aswell as submucosal inflammatory cells,
fibrosis myofibroblasts, and endothelia cells (Fig. 6).
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Fig. 4. |: gelatinases and MMP-14 mRNA levelsin RE vs. HB. Gene expression of MMP-2, -9, and -14 determined by real-time
RT-PCR was measured in RE samples (n = 6) and compared with the expression in HB samples (n = 6). VVaues were normalized
to 18S RNA and are means = SE (*P < 0.05). |1: study of gelatinase activities in RE vs. HB by zymography. Lane STD shows
MMP-2 and -9 standards. Gelatin zymography showed basal MMP-2 and -9 activities in HB specimens (n = 6 ; lanes 1-6) and
a statistically significant increase of MMP-2 activity (*P < 0.05) in RE samples (n = 6; lanes A—F), whereas increased MMP-9
activity in RE samples was not found to be statistically significant due to heterogeneity between samples (n = 6; lanes A—F).

TIMP expression. Real-time RT-PCR anadysis confirmed
that TIMP-1 and -2 (Fig. 7, | and 1) mRNA level increased in
radiation enteritis. Detection of TIMP-1 was restricted to the
mucosa in control and radiation enteritis samples. In control
samples, however, very few TIMP-1 positive cells were found,
whereas the mucosa in radiation enteritis samples was heavily
stained (Fig. 7111). Control samples showed sparse staining for
TIMP-2, whereas radiation enteritis samples were highly pos-
itive for TIMP-2. Transparietal inflammatory cells and fibrosis
myofibroblasts of the submucosa and muscularis propria were
strongly immunoreactive for TIMP-2 (Fig. 71V). All immuno-
histochemical data are summarized in Table 2.

DISCUSSION

To gain further insight into the biological function of various
MMPs, their inhibitors, and their involvement in the excessive
ECM deposition occurring in chronic radiation fibrosis after
radiotherapy in humans, their expression patterns were studied
by gene array analysis and immunohistochemistry. Classically,

radiation fibrosis has been considered a chronic and progres-
sive process in which normal tissue is replaced by fixed and
irreversible fibrotic tissue. This view has however, been chal-
lenged, because fibrosis has recently been defined as a dynamic
process resembling chronic wound healing. In this study, a
marked upregulation of collagen and enzymes involved in
ECM remodeling was observed in late radiation enteritis,
which concurs with this new definition of radiation-induced
fibrosis and is reflective of a continuous repair process.
Collagen is the predominant protein of the intestine's con-
nective tissue. It is secreted by intestinal mesenchymal cells
(subepithelial myofibroblasts, smooth muscle cells) located in
the lamina propria and in the muscles (14). Fibrillar collagens
(type | and I11) are found in the lamina propria, the submucosa,
and muscles, whereas type IV collagen is found in the base-
ment membrane and the lamina propria (8). Colocalization of
collagen deposition and myofibroblasts was demonstrated in
one of our previous studies (36). In the present study, we
observed amarked increaseintypel, |11, and IV collagen RNA
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Fig. 5. Gelatinase A (MMP-2), gelatinase B (MMP-9), and membrane-type 1 matrix metalloproteinase (MM P-14) immunostaining
in HB and RE specimens. Low MMP-2 immunostaining was seen in the mucosa (A; magnification, X400) and the submucosa (B;
meagnification, X400) of HB samples. In RE samples, MMP-2 immunostaining increased in mucosal epithelial and inflammatory
cells (arrow) (C; magnification, X100). High magnification bright-field image (D; magnification, X400) showed MMP-2 positive
staining at the apex of epithelia cells (arrow) and in subepithelial myofibroblasts (*). In the submucosa, increased MMP-2
immunostaining was found in fibrosis myofibroblasts (arrow) (E; magnification, X400) and in infiltrated leucocytes (arrow) (F;
magnification, X400). Low MMP-9 immunostaining was seen in the mucosa (G; magnification, X400) and the submucosa (data
not shown) of HB samples. In RE samples, MMP-9 immunostaining increased in mucosal (H; magnification, x400) and
submucosal inflammatory cells (I; magnification, X400). Low MMP-14 immunostaining was seen in the mucosal inflammatory
cells (J; magnification, X400) and the fibroblasts of the submucosa (K; magnification, X400) of HB samples. In RE samples,
MMP-14 gradient of expression was observed along the crypt-villus axis in the epithelium (L; magnification, X400) and
subepithelial myofibroblasts (arrow) were MMP-14 positive (M; magnification, X400). Submucosal activated fibroblasts (arrow)
(N; magnification, X400) and infiltrated leucocytes (arrow) (O; magnification, X400) stained positively for MMP-14.
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RE

Fig. 6. Stromelysin-1 (MMP-3) immunostaining in HB and RE specimens. Low MM P-3 immunostaining was seen in the mucosa
(A; magnification, X400), and no MMP-3 staining was seen in the submucosa of HB samples. In RE samples, MMP-3
immunostaining increased in epithelial cells (B; magnification, X400). High-magnification brightfield image showed MMP-3
positive staining in mucosa (C; magnification, X400) and submucosa (D; magnification X400) leucocytes. Endothelial cells
(arrow) stained positively for MMP-3 (E; magnification, X400).

transcripts in strictured ileum resected from patients with
radiation enteritis. Moreover, we observed increase in the
noncollagenous stromal component tenascin-C, which is pro-
duced in immature and newly formed granulation tissue and
promotes migration, proliferation, and activation of matrix-
producing cells, such as fibroblasts and smooth muscle cells
(reviewed in Ref. 12). Induction of type | collagen, normalized
for changes in the expression levels of MMPs and TIMPs, is
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greater than that of type Il collagen. This observation is
consistent with previous findings showing accumulation of
type | collagen in late phases of radiation fibrosis (25). This
abnormal deposition of type I/11 collagen that consists of large
and tensile collagen fibrils, leads to intestina stenoses and
ensuing obstructive symptomatology. Furthermore, abnormal
ECM deposition may affect the ability of cells to express and
maintain their differentiated phenotype. Besides having a

Fig. 7. Tissueinhibitors of metalloproteinase TIMP-1 and -2 mRNA expression and immunolocalization in HB and RE specimens.
| and I11: gene expression of TIMP-1 and TIMP-2 determined by real-time RT-PCR, was measured in RE samples (n = 6) and
compared with the expression in HB samples (n = 6). Values were normalized to 18S RNA and are means = SE (*P < 0.05). II:
immunolocalization of TIMP-1 in RE vs. HB. Both in norma and RE samples, TIMP-1 immunostaining was restricted to the
mucosa. Low TIMP-1 immunostaining was seen in the epithelium (A; magnification, X400) of HB samples. In RE samples,
TIMP-1 immunostaining increased in epithelial (B and C; magnification, X400) and inflammatory cells (D; magnification, X400).
1V: immunolocalization of TIMP-2 in RE vs. HB. Low TIMP-2 immunostaining was seen in the mucosa (E; magnification, X400)
and submucosa of HB samples. In RE samples, TIMP-2 immunostaining increased in leucocytes (arrow) of the mucosa (F;
magnification, X400) and of the submucosa. In the submucosa, increased TIMP-2 immunostaining was found in activated
fibroblasts (arrow) (G; magnification, X400).
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Table 2. Semiquantitative analysis of MMP-2, -3, -9, -14 and TIMP-1 and -2 in radiation enteritis versus healthy bowel

Patients No. MMP-2 MMP-3 MMP-9 MMP-14 TIMP-1 TIMP-2
Control 6 +/++ —/+ ++/+++ +/++ + +
Radiation enteritis 22 +++ +++ +++ ++ +++ ++

—, No staining; +, weak staining; ++, mild staining; and +++, strong staining.

structural role, molecules of the ECM are now known to have
functional roles, such as storage of growth factors and trans-
mission of differentiation signals to cells (1, 31). Furthermore,
MMP activation may lead to the release of growth factors and
cytokines from the ECM. For instance, release and activation
of TGF-B1 may affect the fibrogenic process (15, 39). Conse-
guently, the nature of the cell microenvironment should not be
solely seen as a consequence of tissue fibrosis, but also as a
mean to ensure cellular activation responsible for the mainte-
nance of the fibrotic process.

Collagen accumulation in radiation fibrosis has been thought
to be associated with a decrease in MMP activity and increased
TIMP levels. Our results show an induction of each member of
the MMP family, i.e., gelatinases, stromelysin, collagenases,
and membrane-type MMPs, in late radiation enteritis. The
concomitant induction of MMP inhibitors (TIMP-1, TIMP-2,
and PAI-1) counterbalances thisinduction of MMPs, leading to
a net collagen deposition. Because MMPs act localy, studies
on whole-tissue lysates provide only partial information about
ECM remodeling in late radiation enteritis. We therefore per-
formed immunohistochemical studies on 22 radiation enteritis
samples to investigate regulation of ECM metabolism in each
bowel layer.

Intense ECM remodeling seems to particularly affect intes-
tinal mucosa in radiation enteritis. We report a coordinated
expresson of MMP-2, -3, -9, and -14, proportiona to the
extent of inflammatory cell infiltration. Molecular character-
ization of inflammatory cell subtypes involved in MMP over-
expression in radiation enteritis has not been done so far.
However, it seems reasonable to assume that collagen synthe-
sisin mesenchymal cellsis stimulated by secretory products of
inflammatory cells (14) and that MMP/TIMP secretion may be
partly achieved by leucocytes themselves (13, 29). IL-1B can
be cited among the inflammatory mediators that control MMP.
synthesis (21). In a previous study (35), IL-183 mRNA was
found to be markedly increased in radiation enteritis samples,
suggesting that it may be involved in ECM remodeling in the
late phase of radiation fibrosis. Monitoring the T-helper 2
response in radiation enteritis may also be relevant, because
T-helper 2 response has been shown to be involved in pneu-
monitis and subsequent pulmonary fibrosis after thoracic ra-
diotherapy (37) and is known to control ECM remodeling in
pathogen-induced pulmonary inflammation (27). Upregulation
and colocalization of MMP-2 and -14 in activated mesenchy-
mal cells has aready been described in various wound healing
models in skin (20), liver (32), and gut (34). Furthermore, in
accordance with our findings, increased MMP-2 expression in
human subepithelial myofibroblasts within irradiated rectum
(9) and derived from IBD biopsies (16) has been demonstrated.
Contrary to Hovdenak’ s findings (9), we report strong MMP-2
and -14 staining in epithelial cells with a crypt-villus gradient
of expression for MMP-14. The difference between our find-
ings and Hovdenak’s may account for the difference in the

anatomical location of the biopsy (ileum vs. colon) and the
timing at which resection was performed (several months vs. 2
wk after radiation therapy). Furthermore, colocalization of
MMP-3 and -14 has already been described (22) in activated
fibroblast-like cells from IBD biopsies, whereas in radiation
enteritis samples, MMP-3 and -14 were found to be expressed
in intestinal epithelial cells and inflammatory cells in the
lamina propria. This increased expression of MMP-2, -3, and
-14 provides new insight into the differentiation of intestinal
epithelial cells in radiation enteritis. Increased MMP-2 and 3
expression has aready been described in migrating keratino-
cytes during cutaneous wound healing and in monostratified
epithelia, increased MMP-2 expression has been reported in
lung (41) and mouse colon (23). Furthermore, MMP-2 and -14
are known to process laminin and to regulate migration of lung
carcinoma-derived epithelial cells (A549) (24). The present
observations suggest that remodeling of the basement mem-
brane occurs in late radiation enteritis and could lead to
epithelial anoikis and chronic ulceration. In addition, produc-
tion of MMPs by epithelial cells may directly affect differen-
tiation and proliferation of the subepithelial myaofibroblastsinto
fibrosis-activated cells. The significance of MMP-14 gradient
of expression along the crypt-villus axis is unknown, but
increased MMP-2 activity could be required for accelerated
migration of enterocytes toward the top of the villi and to
desguamation of differentiated enterocytes in radiation enteri-
tis. In conclusion, we propose that MMP-2, -3, and -14 could
be useful markers of epithelium activation and could mediate
fibrogenic activation signals from epithelia cells to subepithe-
lial myofibrablasts, as recently described by Xu et a. (41) in
pulmonary fibrosis.

Although the most dramatic intestinal collagen deposition
occurs in the submucosa and muscles, submucosal and mus-
cular ECM remodeling during intestina fibrosis has been
poorly investigated. In accordance with findings from Matthes
and Graham on Crohn's disease (14), in vitro studies per-
formed in our laboratory (17) demonstrated that activated
smooth muscle cells derived from the muscularis propria of the
bowel of patients with radiation enteritis secretes twofold more
type | collagen than their normal counterparts. The present
study brings some new insight concerning ECM remodeling in
deep intestinal layers, because it shows an increased MMP-2,
-3, and -14 staining in fibrosis myofibroblasts within the
submucosa and the muscles. ECM turnover depends on the
MMPs-to-TIMPs ratio. In this study, mMRNA analysis showed
that TIMP mRNA levels were higher than the MMPs mRNA
level in radiation enteritis, which resulted in inhibition of
degradation. Immunohistochemistry brought additional clues
to the understanding of the ECM remodeling balance in radi-
ation enteritis, because it enabled us to observe an increased
TIMP-1 and -2 staining in the mucosa, whereas only TIMP-2
staining was observed in the deeper layers. Classicaly, the
balance between MMPs and TIMPs has been thought to reg-
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ulate proteolytic activities, however, in addition to its inhibi-
tory activity, TIMP-2 can associate with pro-MMP-2 and
activate its proteolytic activity (7). Furthermore, TIMPs can
play additional functional roles, such as that of anti-apoptotic
factors that may be particularly relevant in a fibrotic context.
TIMP-2 protects melanoma cells from apoptosis (33), and
recently, TIMP-1 has been shown to inhibit apoptosis in
activated hepatic stellate cellsin established liver fibrosis (18).
In this particular model, the anti-apoptotic effect of TIMP-1
was dependent on the prevention of matrix degradation through
inhibition of MMPs. In normal conditions, resorption of gran-
ulation tissue occurs through apoptosis of myofibroblasts (6),
whereas in fibrosis, persistence of myofibroblasts leads to
organ failure. The observed TIMP-1 staining in subepithelial
myofibroblasts and TIMP-2 staining in submucosal fibrosis
myofibroblasts suggest that TIMP-1 and -2 may mediate per-
sistence of myofibroblastic differentiation in late radiation
enteritis.

In conclusion, despite the difficulty in assessing the ECM
remodeling process in vivo, these observations nonetheless
provide the first evidence of active ECM remodeling in late
radiation enteritis. These findings further reinforce the concept
that fibrotic tissue is dynamic and undergoes constant renewal,
thus opening interesting perspectives for the development of
antifibrotic interventional therapies.
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Late radiation enteritis is a sequela of radiation therapy to
the abdomen. The pathogenic process is poorly understood at
the molecular level. cDNA array analysis was used to provide
new insights into the pathogenesis of this disorder. Gene pro-
files of six samples of fibrotic bowel tissue from patients with
radiation enteritis and six healthy bowel tissue samples from
patients without radiation enteritis were compared using
membrane-based arrays containing 1314 cDNAs. Resultswere
confirmed with real-time RT-PCR and Western blot analysis.
Array analysis identified many differentially expressed genes
involved in fibrosis, stress response, inflammation, cell adhe-
sion, intracellular and nuclear signaling, and metabolic path-
ways. Increased expression of genes coding for proteins in-
volved in the composition and remodeling of the extracellular
matrix, along with altered expression of genesinvolved in cell-
to-cell and cell-to-matrix interactions, were observed mainly
in radiation enteritis samples. Stress, inflammatory responses,
and antioxidant metabolism were altered in radiation enteritis
as wer e genes coding for recruitment of lymphocytesand mac-
rophages. The Rho/HSP27 (HSPB1)/zyxin pathway, involved
in tissue contraction and myofibroblast transdifferentiation,
was also altered in radiation enteritis, suggesting that this
pathway could be related to the fibrogenic process. Our re-
sults provide a global and integrated view of the alteration of
gene expression associated with radiation enteritis. They sug-
gest that radiation enteritis is a dynamic process involving
constant remodeling of each structural component of the in-
testinal tissue, i.e. the mucosa, the mesenchyme, and blood
vessels. Functional studies will be necessary to validate the

present results.  © 2004 by Radiation Research Society
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INTRODUCTION

The prime goal of radiation therapy is the delivery of
lethal doses of radiation to cancer cells with the least tox-
icity to adjacent normal tissues. However, late normal tissue
toxicity may occur several months to several years after
radiation therapy, depending on various factors such as the
total dose administered, radiation quality, treated volume,
fractionation schedule, and individual sensitivity. Devel-
opment of new techniques such as intensity-modulated ra-
diation therapy (IMRT) aims at delivering higher doses of
radiation to tumors through accurate shaping of the radia-
tion beam. IMRT reduces the dose delivered to normal tis-
sues but increases the volume of normal tissue that receives
a small dose of radiation. Because the impact of IMRT on
late damage to normal tissue in susceptible patients remains
unknown, an important issue for the future is to improve
the knowledge of the mechanisms involved in the devel-
opment and persistence of late tissue damage to develop
new preventive and curative strategies and to improve the
quality of life of cancer survivors.

Because the small bowel is an important dose-limiting
organ in radiation therapy of abdominal and pelvic cancers,
we were particularly interested in late intestinal toxicity.
Stricture formation with subsequent obstruction is one of
the most common complications of radiation enteritis. It is
characterized at the histopathological level by a severe
transmural fibrosis associated with mucosal ulceration and
vascular sclerosis. The mainstay of treatment for chronic
intestinal obstruction is the inhibition of inflammation with
corticosteroids and parenteral nutrition. However, this ap-
proach is ineffective in most patients, and surgical resection
is often necessary. Different mechanistic models have been
proposed to account for late normal tissue damage (1, 2).
The *consequentia late effect” model proposes that radi-

1 Address for correspondence: Laboratoire UPRES EA 27-10 ‘‘Radi-
osensihilité des tumeurs et tissus sains’, PR1, 39 Rue Camille Desmou-
lins, 94805 Villgjuif Cedex, France; e-mail: vozenin@igr.fr.
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TABLE 1
Characteristics of the Patient Population Studied
Time after
Age (years) irradiation
Case and sex Diagnosis (month) Tumor site Treatment
1 44, male Ileal stricture (40 cm) with an 3 Rectal adenocar-  Pelvic radiotherapy, 45 Gy + chemothera-
healthy last ileal loop cinoma py + surgery
2 49, female Ileal stricture: stricture of the last 3 7 Uterine leimy- Surgery + chemotherapy + pelvic radio-
ileal loops, 40 cm of healthy tis- osarcoma therapy, 45 Gy + brachytherapy 10 Gy
sue and stricture of one loop
3 37, female Ileal-cecd stricture 4 Cervix carcino- Sugery + brachytherapy, 60 Gy
ma
4 51, male Ileal stricture 75 Hodgkin's dis- Pelvic radiotherapy, 40 Gy + chemothera-
ease py
5 68, female Ileal stricture 1 Rectal adenocar-  Pelvic radiotherapy, 45 Gy + chemothera-
cinoma py + surgery
6 42, female Ileal-cecal stricture (8 cm cecum; 45 16 Cervix carcino- Surgery + pelvic radiotherapy, 45 Gy +
cm ileum) ma chemotherapy
A—F Male and fe- Normal ileum — Colon adenocar- Nonirradiated right hemicolectomy
male cinoma

Note. Control tissues (cases A—F) were nonirradiated, noninflamed and free of malignancy and showed regular histology.

ation-induced fibrosis might result from the initial mucosal
injury (3). According to the ‘‘target cell’”” model, fibrosis
occurs in the mesenchyme, where cell turnover and prolif-
eration rates are slow. The ““indirect effect” model involves
the response of cells to vascular damage and paracrine me-
diators. Late intestinal toxicity generally leads to a chronic
wound healing process characterized by a sustained inflam-
matory response (angiogenesis, granulation tissue forma
tion, re-epithelization) and persistent fibroproliferative re-
sponse (mesenchymal hyperplasia and extracellular matrix
accumulation).

The aim of our study was to get a comprehensive over-
view of the changes in gene expression associated with late
radiation enteritis. Whereas classical approaches allow the
examination of individual candidate genes, genome-wide
gene expression analysis in tissue samples from affected
and normal individuals using cDNA arrays allows the si-
multaneous examination of hundreds of genes (4-7). Char-
acterization of the transcriptional profile could lead to sig-
nificant advances in the understanding of the molecular
pathways involved in chronic radiation enteritis, since the
differential gene expression profile may reflect the environ-
mental and/or genetic factors responsible for the pathogen-
esis of this disorder. This may also help to better define the
genetic bases of the risk factors for developing late intes-
tina complications. The ability to study differential gene
expression may provide solid ground for the identification
of molecular pathways regulating radiation enteritis. This
study showed that despite the heterogeneity of the disease
and individual variations, a conserved gene expression pat-
tern can be found in late radiation enteritis.

PATIENTS AND METHODS
Tissue Sampling

Six patients who underwent surgery for delayed radiation-induced
complications to the ileum between 1999 and 2002 were included in the

study. Diagnosis of radiation-induced enteritis was based on clinical, ra-
diological and histological criteria. Because resection margins could not
be considered as normal tissue (8), we used samples of healthy, nonin-
flamed and nonirradiated ileum as controls. These control samples were
obtained from six patients undergoing surgery for colon cancer; they were
free of malignancy and histology was normal. Tissue was obtained after
obtaining institutional ethics committee approval and according to French
Medical Research Council guidelines. Characteristics of the patients are
shown in Table 1. Immediately after surgical resection, 2-cm longitudinal
intestinal biopsies composed of mucosa, submucosa and muscularis pro-
pria were cut into three equal pieces: one for histology, one for RNA
isolation, and one for protein isolation. Serosa was removed to avoid
heterogeneity within samples for RNA and protein isolation.

Histopathology

Primary histological examination of the tissue was performed by stain-
ing with H& E and Masson'’s trichrome after fixation in acetic acid-form-
adehyde-ethanol.

RNA Extraction

Frozen tissues (500—800 mg) were crushed to powder in liquid nitrogen
and total RNA was extracted by homogenization in 4 M guanidine iso-
thiocyanate, purified by the method of Chomczynski and Sacchi, and
quantified by spectrophotometry (A260/A280 ratio). RNA was treated
with RNase-free DNase (0.5 U/pl) to remove contaminating genomic
DNA. RNA integrity was assessed by denaturing agarose gel electropho-
resis and staining with ethidium bromide.

mMRNA Expression Analysis Using cDNA Arrays

Gene expression analysis was performed through hybrid selection of
radiolabeled cDNAs on high-density arrays of membrane-bound cDNAS.
Two different cDNA arrays were used: the Atlas Human 1.2 (1176 genes
+ 9 housekeeping genes) and the Atlas Human Cell Interaction (265
genes + 9 housekeeping genes) cDNA expression arrays from Clontech
Laboratories (Ozyme, St. Quentin en Yvelines, France) that display 127
genes in common. A list of all the genes included in these two arrays as
well astheir functions can be found at www.clontech.com/atlas. The Atlas
array 1.2 | was used to get a global overview of the genes that are
differentially expressed in radiation enteritis. Because excessive deposi-
tion of extracellular matrix is observed in radiation enteritis, the Cell
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Interaction array was used to get specific information about the remod-
eling of the extracellular matrix in radiation enteritis.

PolyA RNA was purified from 20 pg of total RNA using the RNA
Atlas Pur kit (Clontech) according to the manufacturer’s instructions. Ra-
diolabeled cDNAs were prepared according to Clontech’s protocol with
[a-*P]dATR. Membranes were exposed to Phosphorlmager intensifying
screens for an optimal period of 10 days, and mMRNA expression levels
were analyzed by scanning the screens with a Phosphorl mager FLA-3000
(Fuji, Kanagawa, Japan). Analysis of differentiadl mMRNA expression was
performed using the Atlas Image 1.5 software (Clontech).

Radiolabeled cDNAs were prepared from healthy ileum samples and
ileum samples from patients with radiation enteritis in parallel and were
hybridized to pairs of identical cDNA arrays, so that direct comparison
of both sample types could be done after normalization of data with
selected housekeeping genes.

Selection of Housekeeping Genes

HPRT, GAPD, TUBA1, RPL13A and the gene encoding the 40S ribo-
somal protein SO were selected as housekeeping genes since they did not
exhibit significant differential expression according to regression plots.
Phospholipase A2 was not selected as a housekeeping gene because it is
known to be involved in inflammation and because signals were below
background. Ubiquitin, HLAC and ACTB were differentialy expressed
between samples.

Sensitivity and Reproducibility of the cDNA Arrays

Although the cDNA array technique using radiolabeled dATP is con-
sidered to be reproducible (0.75 < correlation coefficient < 0.85), false
positives can be generated from one experiment to another. To minimize
these effects and distinguish real signals from noise, we adopted the two-
parameter strategy recently proposed by Mills et al. (9). Duplicate radio-
labeled probes were generated from a single preparation of RNA isolated
from normal ileum. The two sets of probes were hybridized independently
to a pair of membranes. Genes that were found to be up-regulated or
down-regulated in one of the two membranes were considered as false
positive and were discarded. For each of the two arrays studied, baseline
gene expression was established by averaging the six arrays obtained
from the six control samples using the Atlas 1.5 software, with 25-35%
variation in gene expression in the control group. This alowed us to
create a single ““norma composite array’”’ used to compare the set of
normal samples to each radiation enteritis sample. A change in gene
expression greater than two times that of the averaged control group in
at least three of the six radiation enteritis specimens was considered sig-
nificant. Finaly, data were used only when signa intensities were sig-
nificantly above background (i.e. 50% or more).

Hybridization intensities were converted into ratios, adjusted for back-
ground and housekeeping gene expression. Data are expressed as the ratio
of hybridization intensity of radiation enteritis sample (REx with x =
patients 1 to 6) to hybridization intensity of normal composite membrane
(N composite), according to the following equation: [(gene X intensity
on REx array — background REXx array)/(average intensity for al six
housekeeping genes on REx array — background REx array)]/[(gene X
intensity on N composite array — background N composite array)/(av-
erage intensities for al six housekeeping genes on N composite array —
background N composite array)].

Since the study was based on a small number of patients, statistical
analysis was not appropriate. Thus we recorded the lowest and the highest
ratios obtained for the six radiation enteritis samples. When the hybrid-
ization signal was undetectable or below background signal in normal
samples but was detectable in radiation enteritis samples, a value of >10
was assigned to it and the gene was considered as an induced gene.
Conversely, when the hybridization signal was undetectable or below
background signal in the radiation enteritis samples but was detectable
in normal samples, a value of <0.1 was attributed to it and the gene was
considered as a repressed gene.

Genes were classified into seven functional groups related to the path-
ogenesis of radiation enteritis: fibrosis, growth factors, cell adhesion, in-
tracellular signaling, nuclear signaling, metabolic pathways, and stress
response, plus one uncategorized group.

Confirmation of Differential Gene Expression

To provide independent confirmation for array data, real time RT-PCR,
and Western blot analysis were performed on selected genes.

Quantitative RT-PCR. Real time RT-PCR assays were performed to
quantify levels of RNA transcripts. Two micrograms of total RNA was
reverse-transcribed with Superscript |l reverse transcriptase (Life Tech-
nology Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and random hexamers ac-
cording to the manufacturer’s protocol. TNFA, IL1B and GAPD primers
were purchased from Applied Biosystems (France). RhoB (ARHB) prim-
ers were generated with Primer Express software (Applied Biosystems)
and purchased from Life Technology Invitrogen. Forward primer: 5'-
GTCCCAATGTGCCCATCATC-3'". Reverse primer: 5'-CTGTGCGGA-
CATGCTCGTC-3'. Primer pairs were designed to span int