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AVANT-PROPOS 

La radiothérapie est aujourd’hui un outil essentiel dans le traitement des cancers. 60% des 

cancers sont traités par radiothérapie externe seule ou en association avec d’autres 

thérapeutiques (chimiothérapie, chirurgie). Or comme pour tout traitement, il existe une 

balance entre les bénéfices et le risque lié à l’utilisation des rayonnements ionisants : il 

s’agit de délivrer une dose maximale de rayonnements à la tumeur pour la détruire ou la 

stériliser tout en protégeant les tissus sains environnants. Les dommages radio-induits aux 

tissus sains constituent un facteur limitant dans l’escalade de dose délivrée à la tumeur, 

car ils peuvent en fonction de l’organe touché et de leur sévérité, altérer la qualité de vie 

du patient et parfois, engager le pronostic vital. 

Sur près de deux cent mille patients traités par radiothérapie chaque année en France, 

50% le sont pour des cancers de la sphère abdomino-pelvienne (prostate, utérus, rectum 

par exemple). Le tractus digestif peut potentiellement se retrouver dans le champ 

d’irradiation de ces tumeurs. L’intestin est particulièrement radiosensible, et les entérites 

radiques sont un des principaux effets secondaires sur cet organe. L’entérite radique aigue 

apparait dans les jours et les mois qui suivent le début du traitement et l’entérite 

chronique peut apparaitre plusieurs mois voire plusieurs années après la fin du traitement 

par radiothérapie. On estime que 80% des patients développent des effets secondaires 

aigus après irradiation et que 5 à 10% d’entre eux développeront des effets tardifs tels que 

des fibroses radiques. A ce jour, les stratégies thérapeutiques restent limitées à des 

traitements symptomatiques et la chirurgie peut s’avérer nécessaire dans le cas d’atteintes 

chroniques sévères. 

Devant ce manque de moyens thérapeutiques et au vu du nombre de patients concernés 

chaque année, une des missions du Laboratoire de Radiopathologie et Thérapie 

Expérimentale est de comprendre les mécanismes physiopathologiques des dommages 

radio-induits, notamment au niveau de l’intestin, et d’identifier et valider de potentielles 

cibles thérapeutiques. Ce travail de thèse s’est plus particulièrement inscrit dans un projet 

dont l’objectif est de mettre en évidence un lien entre l’initiation des lésions et le 

développement des dommages tardifs au niveau de l’intestin. Il s’agit d’identifier les 

acteurs moléculaires impliqués et leur inter-connectivité. L’endothélium vasculaire joue 

un rôle important dans les dommages radio-induits aigus et tardifs au niveau de l’intestin. 
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Le laboratoire a donc fait le choix d’étudier dans un premier temps l’implication de ce 

compartiment dans la réponse intestinale à l’irradiation. 

Il a été montré au laboratoire que l’inhibiteur des activateurs du plasminogène de type-1 

(PAI-1) joue un rôle clé dans la pathogénèse des dommages radio-induits tardifs au 

niveau de l’intestin. Ce projet de thèse a donc eu pour objectifs de compléter les 

connaissances du laboratoire dans la physiopathologie des dommages aux tissus sains, et 

particulièrement de déterminer comment PAI-1 intervient dans ces processus 

pathologiques.  
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INTRODUCTION 

1 Rayonnements ionisants et radiothérapie 

1.1 Rayonnements ionisants 

1.1.1 Définitions 

Un rayonnement, lorsqu’il interagit avec la matière, transfère une partie de son énergie 

aux atomes, ce qui produit une excitation, voire une ionisation de ces atomes. 

L’excitation d’un atome est caractérisée par le passage d’un électron à un niveau 

d’énergie supérieur sans éjection. Lorsque l’énergie transférée par le rayonnement est 

suffisante, un ou plusieurs électrons sont éjectés de l’atome : c’est l’ionisation. L’énergie 

absorbée lors des deux mécanismes induit des lésions moléculaires : rupture de liaisons, 

création de radicaux libres ou encore le déclenchement de réactions chimiques. 

L’altération des molécules biologiques par les rayonnements ionisants a pour 

conséquence l’apparition de lésions cellulaires et tissulaires.  

1.1.2 Différents types de radiations : 

Les rayonnements ionisants peuvent être directement ou indirectement ionisants. Les 

rayonnements directement ionisants sont formés de particules chargées dont l’énergie 

cinétique est suffisante pour arracher des électrons et donc perturber la structure de la 

matière qu’elles traversent. C’est le cas des rayonnements bêta moins (constitués 

d’électrons), alpha (noyaux d’hélium, chargés positivement), des protons et des ions 

lourds (constituants des rayons cosmiques : azote, carbone, bore, néon ou argon, chargés 

positivement). Les rayonnements indirectement ionisants ne provoquent pas eux-mêmes 

les dommages mais cèdent leur énergie pour produire des particules ionisantes qui vont 

induire les effets biologiques.  C’est le cas des rayonnements gamma et X, les plus 

utilisés en radiothérapie, ainsi que des neutrons (particules élémentaires non chargées, de 

même masse que les protons). Les rayonnements gamma et X sont des ondes 

électromagnétiques qui transportent une énergie sous forme de photons. Les photons 

n’ont ni masse, ni charge et sont très pénétrants. Les rayons � sont d’origine nucléaire, 

émis par des noyaux radioactifs (Cobalt 60, iridium 192 ou césium 137). Les rayons X 
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proviennent du réarrangement des électrons, à la périphérie de l’atome. Ils sont produits 

artificiellement par l’accélération d’électrons dans le vide, à une haute énergie, et stoppés 

par une cible (tungstène) : une partie de cette énergie est alors transformée en rayons X.  

Dans ce travail de thèse, ce sont exclusivement les photons (rayonnements � : sources de 
60Co et 137Cs)  qui ont été utilisés.  

1.2 Effets biologiques des rayonnements ionisants 

1.2.1 Effets physiques. 

Les effets physiques des rayonnements ionisants, de très courte durée, ont lieu 

directement après l’irradiation et correspondent aux collisions des rayons avec les atomes 

de la matière vivante. Il en résulte l’excitation, voire l’ionisation des atomes et par 

conséquent celle des molécules biologiques. La dose absorbée, c'est-à-dire la quantité 

d’énergie absorbée par unité de matière, est exprimée en Gray (Gy). 1Gy correspond à 

une énergie absorbée de 1 joule par kilogramme de matière. 

Pour transmettre leur énergie, les photons doivent mettre en mouvement des particules 

chargées. L’absorption des photons dépend de leur énergie et de la composition chimique 

de la matière qu’ils traversent. Les principaux mécanismes d’absorption des photons sont 

l’effet photoélectrique et l’effet Compton. L’effet photoélectrique est la conséquence 

principale de l’interaction de photons de faible énergie avec la matière vivante. Le photon 

transfère son énergie à un électron d’une couche profonde du cortège électronique de 

l’atome. L’électron peut être ainsi éjecté sous forme d’un photoélectron. Le cortège 

électronique est ensuite réorganisé : la place libre va être occupée par un autre électron 

d’une couche périphérique qui laisse échapper un photon de longueur d’onde 

caractéristique des niveaux traversés (Figure 1). La conséquence de l’effet 

photoélectrique est l’absorption totale du photon incident. Les rayons X caractéristiques 

produits sont de trop faible énergie pour avoir un effet biologique significatif.   
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Figure 1: Effet photoélectrique. 

L’effet Compton est prépondérant pour des photons de haute énergie. Le photon transmet 

une partie de son énergie à un électron périphérique (donc peu lié à l’atome) qui est 

éjecté. Cet électron va exciter ou ioniser d’autres atomes. Le photon diffusé, dévié de sa 

trajectoire va être à l’origine d’autres ionisations selon son énergie (Figure 2).  

Figure 2: Effet Compton. 

Pout l’effet photoélectrique, l’absorption du photon dépend de la densité de la matière 

traversée et des numéros atomiques des atomes constituants. Plus les atomes ont une 

masse élevée, plus ils absorbent les photons (par exemple le calcium, dans les os). Pour 

l’effet Compton, l’absorption ne dépend que de la densité du tissu traversé.  Les photons 
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de faible énergie sont surtout utilisés en radiologie et les photons de haute énergie pour la 

radiothérapie. 

Le comportement des photons dans la matière est fondamentalement différent de celui 

des particules chargées. Les mécanismes d’interaction des particules chargées avec la 

matière ne seront pas abordés dans cette introduction puisque la modalité d’irradiation a 

été le rayonnement �.  

1.2.2 Effets physico-chimiques. 

Les effets physico-chimiques sont la conséquence des effets physiques des rayonnements 

ionisants. Les radiations peuvent agir directement sur les macromolécules biologiques 

comme les lipides, les acides aminés des protéines et l’ADN. L’ionisation ou l’excitation 

de ces cibles induit la chaine d’évènements conduisant aux effets biologiques. Par 

ailleurs, les molécules ionisées ou excitées interagissent entre elles ou avec des molécules 

voisines et des réactions de type radiochimiques sont déclenchées. Les radiations peuvent 

ainsi produire des radicaux libres, atome ou molécule porteurs d’un électron périphérique 

célibataire, non apparié, très instable. Ce sont des espèces très réactives chimiquement et 

capables de diffuser pour atteindre et endommager des cibles cellulaires majeures. 

L’essentiel de la cellule étant constitué d’eau, les radicaux libres générés par les 

rayonnements ionisants sont en grande majorité issus de la dégradation de la molécule 

d’eau : c’est la radiolyse de l’eau (Figure 3). L’ionisation de la molécule d’eau libère un 

électron et forme l’espèce H2O
·+ dont l’instabilité conduit à la libération des radicaux 

hydrogène H·, puissant réducteur et hydroxyle OH·, fortement oxydant. Du fait de la 

diffusion de ces espèces, il peut y avoir formation de peroxyde d’hydrogène H2O2, très 

oxydant (LaVerne, 2000). Les radicaux libres oxygénés (ou espèces réactives de 

l’oxygène, ROS) ainsi produits génèrent un stress oxydant qui conduit  à l’altération de 

macromolécules de la cellule comme l’ADN, les acides gras des membranes cellulaires et 

les acides aminés des protéines. Ils sont ainsi responsables de l’action indirecte des 

rayonnements ionisants. 
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Figure 3 : Radiolyse de l’eau. 

1.2.3 Cibles cellulaires des rayonnements ionisants

Dommages membranaires. 

Au niveau des membranes cellulaires, les rayonnements ionisants vont endommager les 

protéines membranaires et les phospholipides, ce qui peut engendrer des modifications 

des propriétés biophysiques des membranes (Benderitter et al., 1999).

Effets sur les protéines membranaires. 

L’irradiation, et principalement la génération de radicaux libres, induisent des 

modifications de la structure des protéines. Les dommages protéiques radio-induits 

conduisent au dysfonctionnement ou à l’inactivation de certaines protéines et peut 

entrainer une altération de la physiologie cellulaire. Par ailleurs, les rayonnements 

ionisants peuvent aussi induire l’activation de certaines protéines membranaires et 

enclencher des voies de signalisation spécifiques (Corre et al., 2009). Des récepteurs 

membranaires, qui répondent à des stimuli précis (TNF, EGF, Fas, TGF-�1) peuvent être 

activés lors de l’irradiation. Leur activation est induite par un ligand lui-même activé par 

l’irradiation (comme le TGF-�1) ou par des signaux nucléaires activés après lésion de 

l’ADN. 

Il a été montré que l’irradiation peut induire l’activation de la membrane plasmique et la 

formation de plateformes lipidiques par fusion des rafts (domaines membranaires enrichis 

en sphingomyéline, céramide, cholestérol et phospholipides, ainsi que de nombreuses 

protéines). Ces structures servent de plateforme où les protéines se concentrent, 
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s’oligomérisent, s’activent et induisent une signalisation intracellulaire. (Gulbins and 

Kolesnick, 2003). Par exemple, la sphingomyélinase est une protéine membranaire 

activée par les rayonnements ionisants. Cette enzyme hydrolyse la sphingomyéline et 

conduit à la production de céramides (Vit and Rosselli, 2003). Les céramides sont 

d’importants seconds messagers qui jouent un rôle dans l’apoptose. L’hydrolyse de la 

sphingomyéline peut être induite par effet direct des rayonnements sur la membrane ou 

par suite de signaux nucléaires (Haimovitz-Friedman et al., 1994). Nous reviendrons plus 

tard sur ce point, car les céramides jouent un rôle clef dans la mort radio-induite des 

cellules endothéliales. 

Effets sur les lipides membranaires. 

La dégradation des membranes est principalement due à l’attaque des acides gras 

polyinsaturés des phospholipides par les radicaux libres produits par l’irradiation 

(Albanese and Dainiak, 2003). Ces radicaux libres provoquent des peroxydations 

lipidiques à l’origine d’une diminution de la fluidité membranaire, et de la formation de 

composés (malondialdehyde et 4-hydroxynonenal) à partir des acides gras 

membranaires ; ces composés altèrent les propriétés du système membranaire et peuvent 

aussi induire des lésions de l’ADN (Benderitter et al., 2003). 

Lésions à l’ADN 

Les lésions à l’ADN causées par les rayonnements ionisants ont des conséquences plus 

graves pour la cellule que celles à la membrane car elles peuvent être à l’origine de 

mutations ou induire la mort de la cellule. C’est d’ailleurs sur ces propriétés cytotoxiques 

des rayonnements ionisants qu’ont été fondés les principes de la radiothérapie. Il existe 

différents types de lésions induites par l’irradiation  au niveau de l’ADN (Figure 4) : 

� Altération des bases des nucléotides : oxydation, pontage entre bases voisines, perte 

d’une base. Les réparations sont en général rapides et s’effectuent par excision-resynthèse 

de la base défectueuse (Lindahl and Wood, 1999).  

� Cassures simple brin : qui ne concernent qu’un seul brin d’ADN et dont la réparation 

s’effectue en quelques dizaines de minutes, par excision-resynthèse (Lindahl and Wood, 

1999)

� Cassures double brin : deux cassures en vis-à-vis sur les deux brins, séparées l’une de 

l’autre par une distance inférieure à une dizaine de bases. Ces lésions sont le plus souvent 

réparées, mais leur réparation est fréquemment fautive, ce qui peut entrainer une perte 

définitive de l’information génétique de la zone touchée. Il a été montré que pour certains 
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types cellulaires, le nombre de cassures double brin non réparées peut être corrélé à la 

radiosensibilité des cellules. La réparation des cassures double brin nécessite plusieurs 

heures, soit par recombinaison homologue (en phase G2 du cycle cellulaire), soit par 

suture ou NHEJ (Non Homologous End Joining), qui ne restaure pas la séquence initiale, 

mais seulement la continuité de la molécule d’ADN (phases G1, S et G2) (Durant and 

Nickoloff, 2005)

� Pontages inter ou intra-brin d’ADN ou ADN-protéine qui empêchent la réplication de 

l’ADN. 

Figure 4 : Exemples de lésions radio-induites à l’ADN. 

1.2.4 Effets cellulaires des rayonnements ionisants. 

Influence du cycle cellulaire. 

La radiosensibilité cellulaire est fonction de la phase du cycle dans laquelle se trouve la 

cellule au moment de l’irradiation, ceci en raison d’une disponibilité différente des 

systèmes de réparation. Potten et al ont montré, chez la souris que les cellules des cryptes 

de Lieberkühn, dans l’intestin, présentent un pic de radio-résistance en phase S (Potten et 

al., 1978). Les checkpoints du cycle cellulaire se situent en G1 et G2. In vitro, il existe un 

pic de radiosensibilité aux transitions des phases G1-S (précoce) et surtout G2-M dans les 

cellules (Favaudon, 2000).  

Conséquences des lésions à l’ADN. 

Les lésions induites par l’irradiation activent des protéines senseurs qui vont induire des 

voies de signalisation impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire, la réparation de 

l’ADN ou la mort cellulaire. Si toutes les macromolécules biologiques majeures jouent 
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un rôle dans la balance mort/survie, les lésions à l’ADN sont le plus souvent 

déterminantes. Ces lésions vont induire un arrêt dans le cycle cellulaire qui va permettre à 

la cellule de mettre en place les mécanismes de réparation afin d’empêcher les anomalies 

de réplication (transition G1-S) ou les aberrations chromosomiques pendant la mitose 

(transition G2-M) (Hartwell and Weinert, 1989). L’arrêt du cycle peut se faire en G1 ou 

G2. Suivant la gravité des lésions, les conséquences sont différentes pour la 

cellule (Figure 5): 

Si les lésions sont peu importantes, il peut y avoir réparation. Cette réparation peut être 

fidèle, et dans ce cas l’effet des rayonnements ionisants sur le génome est « nul ». Mais 

en cas de réparation incorrecte ou en l’absence de réparation, il peut y avoir une 

accumulation de lésions au niveau de l’ADN. Si ces lésions se trouvent dans une 

séquence codante, cela peut engendrer une mutation. Les mutations ou aberrations 

chromosomiques peuvent avoir trois conséquences : 

� La mutation est trop importante et cause des dommages irréversibles à la cellule : la 

cellule entre en apoptose, ou est éliminée par le système immunitaire.  

� La cellule perd sa faculté de division à cause de la mutation : la mutation ne sera pas 

transmise à la descendance, et la mort de la cellule est différée. 

� La cellule mutée peut se diviser : elle va transmettre la mutation aux cellules filles. Il y 

aura une modification du patrimoine génétique et l’induction d’une instabilité génétique. 

Cette instabilité génétique peut causer une accumulation de mutations qui peuvent, entre 

autre, conduire à un processus de cancérogénèse (Little, 2000)

Si les lésions sont très importantes et ne peuvent être réparées, la cellule va mourir par 

apoptose ou nécrose. Les cellules ne meurent pas forcément immédiatement après 

irradiation. Elles peuvent subir plusieurs cycles de division avant d’atteindre un seuil 

critique de dommages. 
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Figure 5 : Conséquences cellulaires de l’irradiation. 

Effets cytotoxiques des RI  

Les dommages cellulaires radio-induits peuvent entrainer la mort de la cellule avant la 

première mitose, c’est la mort immédiate (par apoptose) des cellules après irradiation. La 

mort peut aussi survenir lors de la mitose (ou après plusieurs mitoses), c’est la mort 

clonogénique (ou mort mitotique) (Verheij and Bartelink, 2000). Lors de la mort 

immédiate, il y a un arrêt de toute fonction cellulaire dû à des lésions irréversibles des 

structures. La mort clonogénique se caractérise par une perte irréversible de la capacité de 

division cellulaire. Cette caractéristique prend tout son sens en radiothérapie, dont le but 

est de supprimer toute capacité de prolifération des cellules tumorales. L’irradiation peut 

par ailleurs induire un arrêt en G1 irréversible des cellules non tumorales, qui peut 

conduire à la sénescence (Favaudon, 2000). 

1.2.5 Effets tissulaires des rayonnements ionisants. 

Les effets tissulaires radio-induits sont l’expression de la mort cellulaire. Ils dépendent de 

la dose et du volume de tissu irradié, et plus le nombre de cellules endommagées est 

important, plus les effets tissulaires sont marqués (McBride et al., 2004). Après 
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irradiation, il peut y avoir restauration des tissus dans leur état initial si les pertes 

cellulaires sont compensées. Cette réparation est en partie due à la réserve de cellules 

souches progénitrices qui vont compenser la perte de tissu. Si la dose est trop forte (seuil) 

la mort cellulaire sera trop importante, et le compartiment souche ne pourra pas 

compenser les pertes. Cela causera des lésions qui peuvent perturber l’homéostasie du 

tissu et entrainer un défaut de fonction (O'Sullivan and Levin, 2003). Ces effets 

secondaires sont qualifiés de déterministes. Ils sont liés à la mort des cellules et 

surviennent immédiatement après l’irradiation. A de très fortes doses, et en fonction du 

type de tissu lésé, ces effets déterministes peuvent mettre en jeu la vie du patient. Ce sont 

ces effets déterministes qui sont recherchés en radiothérapie pour la destruction de la 

tumeur. 

Les effets probabilistes (ou stochastiques) des rayonnements ionisants sont les seuls 

observés à des doses plus faibles. Ils apparaissent tardivement et sont liés à des 

transformations cellulaires. Ils sont la conséquence de lésions initiales n’ayant pas causé 

la mort des cellules mais plutôt des mutations cellulaires ou des aberrations 

chromosomiques (Figure 5). Ces transformations cellulaires peuvent, à long terme, 

induire des cancers qui apparaissent, en général, plusieurs années après exposition 

(Barcellos-Hoff and Nguyen, 2009; Tubiana, 2009; Wakeford, 2004). 

Les pathologies radio-induites dues aux atteintes tissulaires sont complexes. Les 

phénomènes biologiques engendrés sont multiples et mettent en jeu un grand nombre de 

paramètres comme la nature du rayonnement, la dose reçue, le débit de dose, le 

fractionnement, le volume irradié, la radiosensibilité intrinsèque des tissus exposés mais 

aussi l’âge du patient (Paulino et al.), son état de santé, ses prédispositions génétiques et 

les variabilités biologiques individuelles (Barnett et al., 2009). 

1.3 Radiothérapie 

La radiothérapie est un traitement locorégional des cancers qui consiste à utiliser les 

rayonnements ionisants pour détruire les cellules cancéreuses et bloquer leur capacité à 

proliférer. L’enjeu de la radiothérapie est de maximiser les doses délivrées aux tumeurs 

tout en minimisant la toxicité aux tissus sains environnants. Les progrès techniques ont 

permis de réduire les doses reçues par les tissus sains mais les effets secondaires des 

radiothérapies restent un problème de santé publique au vu du nombre de patients 

concernés et des conséquences sur la morbidité et la mortalité. Les rayonnements 
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ionisants sont aujourd’hui utilisés pour traiter un grand nombre de cancers (Tableau 1) 

dont plus de la moitié sont guéris grâce à la radiothérapie, utilisée seule ou en association 

à d’autres thérapeutiques. La radiothérapie peut être utilisée à visée curative, palliative ou 

symptomatique. La radiothérapie palliative a pour objectif d’atténuer les douleurs chez 

des patients atteints de cancers trop avancés pour être guéris. La radiothérapie 

symptomatique est utilisée pour son efficacité antalgique (notamment dans le cas de 

douleurs de métastases osseuses) ou pour ses qualités hémostatiques (arrêts de 

saignements dans le cas d’hémorragies persistantes dans certains cancers). Les effets 

secondaires des radiothérapies concernent principalement la radiothérapie curative, qui 

vise à stériliser la tumeur.  

On distingue trois grandes techniques de radiothérapie : la radiothérapie externe (ou 

transcutanée), la curiethérapie et la radiothérapie métabolique.  

La radiothérapie externe utilise une source de rayonnement située à l’extérieur de 

l’organisme, dont le faisceau est dirigé vers la zone à traiter (le plus souvent les rayons 

sont produits par un accélérateur de particules). Les rayons traversent donc la peau et des 

organes avoisinants avant d’atteindre la tumeur. Les effets secondaires liés à cette 

technique ont été limités grâce à de nombreuses avancées techniques comme la 

radiothérapie multifaisceaux qui consiste à faire converger des faisceaux d’intensité 

modérée vers la tumeur. Par ailleurs, de nombreuses autres améliorations ont été 

développées, comme la radiothérapie stéréotaxique qui utilise des microfaisceaux 

convergents permettant de déposer une forte dose à la tumeur avec une précision 

millimétrique ou la radiothérapie conformationnelle 3D, qui permet de faire correspondre 

le plus précisément possible le volume du faisceau au volume de la tumeur grâce à 

l’imagerie. De même, la radiothérapie conformationnelle avec modulation d’intensité 

(IMRT) consiste à faire varier l’intensité du faisceau en cours d’irradiation, pour 

s’adapter au mieux à la forme et au volume de la zone à traiter. L’hadronthérapie est une 

nouvelle méthode de radiothérapie qui consiste à utiliser des faisceaux d’ions carbone ou 

de protons (protonthérapie). Cette technique allie une grande précision balistique qui 

permet de cibler la tumeur en préservant les tissus sains à une efficacité antitumorale 

supérieure aux photons. Pour le moment, l’utilisation de l’hadronthérapie est limitée à 

quelques indications de tumeurs difficilement opérables ou radiorésistantes (carcinomes 

adénoïdes kystiques, certains sarcomes, mélanomes malins des muqueuses, chordomes du 

squelette axial, rechutes pelviennes du cancer du rectum, etc.).  
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La curiethérapie consiste à mettre en place de façon temporaire, des sources de 

radioactivité (Iridium 192 ou Césium 137) au contact direct de la zone à traiter. La dose 

est donc très forte au niveau de la tumeur et décroit rapidement au fur et à mesure qu’on 

s’en éloigne, ce qui permet de limiter les dommages aux tissus sains. Les cancers traités 

par cette technique sont nombreux mais concernent le plus couramment les cancers du col 

de l’utérus, de la prostate, du sein et de la peau.  

La radiothérapie métabolique consiste à administrer par voie orale ou injection 

intraveineuse, une substance radioactive qui se fixera préférentiellement, de par son 

métabolisme, sur les cellules cancéreuses. Cette technique est utilisée pour soigner 

certains cancers de la thyroïde (Iode 131), et certaines métastases osseuses (Strontium 89 

et Samarium 153). 

Tableau 1 : Cancers traités par radiothérapie. 

D’après le guide des procédures de radiothérapie externe 2007, SFRO (2008). 

La dose d’irradiation prescrite en radiothérapie dépend de l’histologie de la tumeur, de 

son stade de sa taille (Tableau 2) et des tissus sains qui l’entourent. En effet, selon le 

tissu, les tumeurs sont plus ou moins accessibles à l’irradiation : par exemple un gliome 
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cérébral pourra recevoir une dose moins élevée qu’une tumeur au niveau des voies 

digestives supérieures. De plus, les tumeurs de taille importante vont présenter une 

radiorésistance accrue du fait du manque de vascularisation en leur cœur, qui crée une 

situation d’hypoxie.  

Tableau 2 : Exemples de doses de radiothérapie en fonction de la tumeur et du volume tumoral. 

(Source : www.oncoprof.net/Generale2000/g08_Radiotherapie/g08_rt09.php) 

Pour être efficace, la radiothérapie doit cibler toute la tumeur (et notamment les 

prolongements dans le tissu sain environnant). La dose administrée doit donc prendre en 

compte la radiosensibilité de ces tissus sains présents dans le champ d’irradiation, pour 

limiter au maximum les effets secondaires. Il existe donc une balance bénéfice/risque : il 

s’agit de trouver un compromis entre l’efficacité maximale du traitement sur la tumeur et 

la minimisation des dommages aux tissus sains. Les doses sont classiquement 

administrées par fractions de 2Gy par jour, 5 jours par semaine, pour obtenir un bon ratio 

efficacité/tolérance. De nombreux essais cliniques visent à améliorer le contrôle tumoral 

en modifiant les protocoles de radiothérapie. Par exemple, la radiothérapie 

hypofractionnée consiste à administrer des doses supérieures ou égales à 3Gy par séance, 

pour concentrer le traitement et permettre d’avoir un effet thérapeutique plus rapidement. 

Les doses par fraction reçues par les tissus sains étant plus élevées, le risque de 

développer des effets secondaires est potentiellement augmenté. Cependant, les tissus à 

réponse rapide sont plus sensibles à l’étalement du traitement qu’à la dose par fraction car 

l’étalement permet leur régénération en cours de traitement. L’étalement a un effet positif 
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sur le tissu sain et très négatif s’il s’agit d’une tumeur à prolifération rapide. 

L’hyperfractionnement consiste à multiplier les séances (deux ou plus par jour). Cette 

technique permet d’éviter la prolifération de cellules tumorales entre deux séances et de 

permettre l’escalade de dose sans toxicité majeure. L’escalade de dose permet 

d’augmenter de manière expérimentale les doses délivrées aux patients pour certains 

types de cancers.  

Les effets secondaires des radiothérapies sont généralement dus à des lésions au niveau 

d’organes à risque présents dans le champ d’irradiation. Par exemple, dans la 

radiothérapie du cancer de la prostate, les organes les plus souvent concernés par les 

effets secondaires sont le rectum et la vessie, mais il se peut qu’une partie de l’intestin se 

retrouve dans le champ d’irradiation. En France, environ 200 000 patients par an sont 

traités par radiothérapie. Parmi les patients traités, environ 50% d’entre eux sont traités 

pour des cancers de la sphère abdomino-pelvienne (cancers gynécologiques, génitaux-

urinaires, colorectaux). Ainsi, les effets secondaires associés à ces radiothérapies 

concernent potentiellement un nombre important d’individus. Du fait de sa structure et de 

son fort taux de renouvellement cellulaire, l’intestin est un organe très radiosensible. 

C’est donc un organe à risque lors des radiothérapies des cancers de la zone abdomino-

pelvienne. Malgré les précautions prises pour limiter l’exposition de l’intestin, les 

dommages intestinaux radio-induits (ou entérites radiques) constituent encore un facteur 

limitant à l’escalade de doses délivrées à la tumeur. De plus, les standards de traitements 

à actuels incluent le plus souvent une chimiothérapie associée qui apportent un 

supplément de toxicité (5-FU, capésitabine). On estime que 80% des patients traités par 

radiothérapie développent des symptômes gastro-intestinaux aigus (nausées, maux de 

ventre, diarrhées) (Andreyev, 2005) et que environ 5 à 15% d’entre eux développent des 

lésions tardives (entérite chronique, développement de fibrose radique) (Waddell et al., 

1999). L’incidence de ces effets dépend du segment intestinal exposé, de son volume et 

des paramètres de la radiothérapie. Les manifestations tardives affectent 

significativement la qualité de vie des patients et peuvent évoluer vers des complications 

plus graves telles que l’occlusion intestinale ou des perforations par nécrose avec 

constitution de fistules. Ces complications nécessitent une chirurgie urgente et ce qui peut 

engager le pronostic vital du patient. Il est donc nécessaire de comprendre la pathogénèse 

de ces lésions pour permettre à l’avenir d’optimiser les traitements anticancéreux et de 

prévenir et/ou guérir les complications radio-induites. 



Introduction : L’intestin et l’endothélium. 

30

2 L’intestin et l’endothélium  

Dans l’intestin, comme dans la plupart des organes, les compartiments épithéliaux et 

endothéliaux contribuent à l’initiation et la pathogénèse des dommages radio-induits aux 

tissus sains. Il est important de rappeler la structure et la fonction de ces organes pour 

comprendre en quoi l’intestin est un organe particulièrement radiosensible et quels sont 

les rôles respectifs de la muqueuse intestinale et de la microvascularisation dans la 

réponse radio-induite. 

2.1 L’intestin, structure et fonction 

L’intestin est constitué de plusieurs tuniques (Figure 6) qui sont (de la plus externe à la 

plus interne) la séreuse (tunique conjonctive fusionnant avec le mésentère), la musculeuse 

(deux couches, une longitudinale externe, et une circulaire interne), la sous muqueuse, la 

musculaire muqueuse et enfin la muqueuse, en contact avec la lumière intestinale. Nous 

nous interresserons plus particulièrement à la muqueuse intestinale, car elle constitue la 

cible privilégiée des rayonnements ionisants. 

Figure 6 : Organisation des tuniques de la paroi intestinale. 

(Schéma modifié, source : http://www.belmarpharmacy.com/belmar_apart.htm). 
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2.1.1 La muqueuse intestinale 

La muqueuse intestinale est composée d’un épithélium glandulaire monostratifié. 

L’épithélium de l’intestin grêle comprend des villosités, orientées vers la lumière et des 

cryptes (ou glandes) de Lieberkühn, invaginées (Figure 7). 

Figure 7 : Structure de la muqueuse intestinale. 

(D’après (Crosnier et al., 2006)). 

Au niveau des villosités, l’épithélium est principalement composé d’entérocytes (80% de 

l’épithélium), et de cellules sécrétoires, les cellules caliciformes, sécrétant le mucus qui 

lubrifie et protège la paroi intestinale. Les villosités forment le compartiment différencié 

et fonctionnel de la muqueuse. Les cryptes sont composées d’entérocytes, de cellules 

caliciformes, de cellules neuroendocrines (ou entéroendocrines), de cellules dites de 

« transit ». Les cellules souches et des cellules de Paneth se situent à la base des cryptes. 

Les cellules entéroendocrines sécrètent diverses hormones et peptides (comme la 

sérotonine, la somatostatine ou la sécrétine). Les cellules de « transit » sont des cellules 
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immatures, encore capables de se diviser, situées au fond des cryptes. Elles se 

différencient et migrent le long de la villosité. Les cellules de Paneth sont des cellules 

sécrétrices exocrines à action antimicrobienne qui déversent leurs produits de sécrétion 

dans la lumière des cryptes. Elles contribuent donc au rôle de défense de la barrière 

intestinale. Les cellules souches progénitrices assurent un rapide renouvellement de 

l’épithélium. Cet épithélium repose sur une lame basale qui le sépare du chorion (lamina 

propria) sous-jacent.  

La lamina propria est un tissu de soutien qui comporte de nombreuses populations 

cellulaires : de nombreuses cellules immunitaires, des myofibroblastes (englobant les 

cryptes), les fibres nerveuses du système nerveux entérique et des microvaisseaux 

sanguins et lymphatiques. 

L’iléon, partie terminale de l’intestin grêle, en amont du côlon, présente un important 

système lymphoïde, organisé en nodules appelés plaques de Peyer. Ces nodules sont 

présents dans la muqueuse et une partie de la sous muqueuse et contiennent des 

lymphocytes B, T et des cellules présentatrices de l’antigène. 

2.1.2 Fonctions majeures de l’intestin 

La fonction majeure de l’intestin est de poursuivre la digestion grâce aux sucs 

pancréatiques, biliaires et digestifs, et d’assurer l’absorption des nutriments (passage 

transépithélial de la lumière vers les compartiments sanguins et lymphatiques). Les 

nutriments ainsi assimilés peuvent être utilisés par l’organisme. Une autre fonction de 

l’intestin, liée à la digestion, est la progression du bol alimentaire tout au long de 

l’intestin par un mouvement péristaltique, créé par des contractions coordonnées des 

muscles lisses, sous contrôle du système nerveux entérique. Cette fonction sert à 

optimiser la digestion et l’absorption des nutriments en facilitant l’action des enzymes et 

en augmentant le contact des nutriments avec les cellules épithéliales. Elle permet ensuite 

la propulsion des substances non digérées vers le canal anal et leur élimination.  

L’intestin joue un rôle de barrière très important : l’épithélium agit comme un filtre 

sélectif favorisant le passage des molécules bénéfiques et préservant l’organisme 

d’éléments toxiques. En plus de constituer une barrière physique (épithélium et mucus), 

l’intestin assure une réelle fonction de défense immunitaire (en particulier au niveau des 

plaques de Peyer dans l’iléon). De nombreuses cellules immunitaires sont présentes dans 

les tissus et peuvent être mobilisées lors d’une invasion microbienne ou d’une infestation 
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parasitaire, en plus du recrutement de cellules immunitaires par migration depuis le 

compartiment vasculaire. Cette notion de barrière est très importante dans les modèles 

expérimentaux d’atteinte intestinale radio-induite car une des conséquences des 

rayonnements ionisants est la destruction de la muqueuse, ce qui cause des ulcérations de 

la paroi intestinale et expose l’organisme aux agents pathogènes. 

2.2 L’endothélium, structure et fonction. 

L’endothélium joue un rôle clef dans l’initiation et la pathogénèse des dommages radio-

induits et particulièrement au niveau de l’intestin (Wang et al., 2007). Le concept selon 

lequel il existe un lien de causalité strict entre les dommages aigus vasculaires et 

l’apparition des effets tardifs naît dès la fin des années 60 (Rubin and Casarett, 1968). 

Aujourd’hui, un nombre croissant d’études tend à faire de ce concept une évidence, et 

suggèrent que les lésions à la microvascularisation pourraient être responsables de la 

chronicité des lésions fibrotiques.  (Fajardo, 2005; Rezvani et al., 1995; Wang et al., 

2002). 

2.2.1 Vaisseaux sanguins : Structure  

Les vaisseaux sanguins peuvent être constitués de trois tuniques : l’intima (monocouche 

de cellules endothéliales et membrane basale), la média (cellules musculaires lisses et 

constituants matriciels) et l’adventice (couche externe de la paroi, constituée de collagène 

et fibroblastes, présente uniquement dans les gros vaisseaux). L’importance de ces trois 

tuniques dépend du type de vaisseau sanguin. 

Le système vasculaire est composé de plusieurs types de vaisseaux (Figure 8). Les artères 

élastiques sont celles qui ont le plus gros diamètre (aorte, carotide, sous-clavière, artère 

rénale). Elles sont caractérisées par la présence de nombreuses fibres élastiques dans leur 

tunique moyenne et leur paroi est relativement mince par rapport à leur diamètre. Elles 

s’étirent facilement à l’arrivée du sang et lui permettent de s’écouler avec une forte 

pression dans les artères. Les artères musculaires diffèrent des premières du fait que leur 

tunique moyenne contient plus de cellules musculaires lisses et moins de fibres 

élastiques. Cette caractéristique leur permet une grande capacité de vasoconstriction et de 

vasodilatation : elles peuvent ainsi réguler la vitesse de l’écoulement sanguin dans les 

tissus (ce sont des artères distributrices). Leur diamètre diminue progressivement jusqu’à 
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devenir des artérioles (petites artères qui apportent le sang aux capillaires). Lorsqu’elles 

sont situées à proximité d’une artère, les artérioles ont une constitution semblable à celle 

de ces dernières. Lorsqu’elles sont près des capillaires, la tunique des artérioles est 

constituée d’une monocouche de cellules endothéliales entourées de quelques cellules 

musculaires lisses, qui permettent de réguler le débit sanguin entre les artères et les 

capillaires. Les capillaires sont des vaisseaux microscopiques qui relient les artérioles aux 

veinules via des anastomoses artério-veineuses. Ils sont constitués d’une couche de 

cellules endothéliales sur une membrane basale, sans tunique moyenne ni externe. Ces 

microvaisseaux se trouvent à proximité de presque toutes les cellules pour permettre 

l’apport en oxygène et nutriments. Les veinules sont des petites veines formées par 

l’union de plusieurs capillaires. Elles recueillent le sang des capillaires et le déversent 

dans les veines. Tout comme les artérioles, les veinules proches des capillaires sont 

formées d’une couche de cellules endothéliales et de quelques cellules musculaires lisses 

et celles à proximité des veines ont une tunique externe semblable à celles-ci. Enfin, les 

veines sont formées des mêmes trois tuniques que les artères, mais d’épaisseurs relatives 

différentes. De nombreuses veines présentent un grand nombre de valvules veineuses. 

Figure 8 : Structure des vaisseaux sanguins. 

L’intestin est un organe très vascularisé en raison de sa fonction d’absorption (Figure 9). 

L’intestin grêle et la partie droite du côlon sont alimentés par l’artère mésentérique 

supérieure. L’artère mésentérique inférieure irrigue le reste du côlon. Le tronc caeliaque 

participe à la vascularisation intestinale haute. 
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Figure 9 : Vascularisation intestinale. 

(Source : http://www.healthsystem.virginia.edu/internet/vascular/docs/facts/mad.html) 

Au niveau de l’intestin grêle, les artères pénètrent la séreuse et la musculeuse. Les 

vaisseaux rétrécissent au fur et à mesure qu’ils arrivent vers la lumière de l’intestin. La 

muqueuse contient des artérioles qui se terminent en un réseau capillaire. Du réseau 

capillaire partent des veinules qui deviennent des veines dans la sous muqueuse. 

La muqueuse intestinale est donc essentiellement vascularisée par des microvaisseaux, 

très sensibles à l’irradiation, et comme nous le verrons plus loin, les dommages radio-

induits aux cellules endothéliales vont participer au développement des lésions 

intestinales. 

  

2.2.2 Fonctions de l’endothélium vasculaire 

L’endothélium se situe à l’interface entre le sang et la paroi des vaisseaux. Sa fonction 

première est donc celle de barrière et de filtre sélectif aux molécules circulantes, entre la 

circulation sanguine et lymphatique d’une part et les tissus sous-jacents d’autre part. Les 

cellules endothéliales couvrent une surface totale de 4000 à 7000 m² (Wolinsky et al., 

1980) et la majorité forment la microcirculation. Ces cellules sont très proches des 

cellules parenchymateuses des tissus : chaque cellule de l’organisme est située à quelques 

micromètres d’un capillaire. Par exemple, les cellules souches intestinales dans les 

cryptes de Lieberkühn sont séparées des cellules endothéliales d’environ 100µm 

(Folkman and Camphausen, 2001). Cette distance est la limite de diffusion de l’oxygène 

(Carmeliet and Jain, 2000). Le réseau capillaire extrêmement dense permet 

l’approvisionnement des tissus en nutriments, hormones et gaz indispensables au bon 
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fonctionnement des organes. L’endothélium a une activité anti-thrombotique, par la 

production de substances anticoagulantes et anti-agrégantes.  L’effet anti-thrombotique 

est dû à la forte charge négative à la surface des cellules endothéliales (inhibition 

électrostatique de l’attachement de cellules circulantes à la paroi vasculaire) ainsi qu’à la 

synthèse et la sécrétion de molécules inhibitrice des plaquettes (prostacycline, NO�), de la 

coagulation (thrombomoduline, héparine…) et de protéines activatrices de la fibrinolyse 

(tPA, uPA, thrombospondine).  

Par ailleurs, l’endothélium joue un rôle clef dans la réponse inflammatoire et 

immunitaire, en régulant la migration de leucocytes entre le sang et les tissus. Pour cela, 

les cellules endothéliales sécrètent des chémo-attractants et expriment des molécules 

d’adhésion à leur surface telles que la Vascular Cell Adhesion Molecule-Type 1 (VCAM-

1), les Intercellular Adhesion Molecule-Type 1 et 2 (ICAM-1 et 2), les Platelat 

Endothelial Cell Adhesion Molecule-Type 1 (PECAM-1) ou encore les sélectines E et P. 

En cas de lésion, ces molécules vont permettre d’attirer et de recruter les cellules 

circulantes au niveau des sites lésés. 

Les fonctions de l’endothélium comprennent aussi un contrôle strict du tonus vasculaire. 

Les cellules peuvent provoquer une vasoconstriction ou une vasodilatation des vaisseaux. 

Parmi les facteurs de vasodilatation, le radical libre NO�, produit par la NO� synthase 

endothéliale (eNOS) dans les cellules endothéliales, joue un rôle important sur les 

cellules musculaires lisses. Il y induit la production de la guanosine monophosphate 

cyclique (GMPc), un messager secondaire provoquant la vasodilatation. L’endothélium 

produit aussi un autre vasodilatateur : la prostacycline. Ce dérivé de l’acide arachidonique 

est libéré par l’activité de la phospholipase A2, suivant une cascade de réactions 

nécessitant l’intervention de cycloxygénases (Cox1 et 2) et d’une prostacycline-synthase 

(PGI2-synthase). Elle va agir en augmentant la concentration d’adénosine mono-

phosphate cyclique (AMPc) dans les cellules musculaires lisses (CML). Les principaux 

agents vasoconstricteurs produits par les cellules endothéliales sont l’endothéline-1 (ET-

1), le thromboxane-A2 et l’angiotensine II. L’ET-1, vasoconstricteur le plus puissant de 

l’organisme, est synthétisée principalement par les cellules endothéliales et est sécrétée 

sous forme active de façon polarisée vers la membrane basale. L’ET1 agit sur les CML 

via les récepteurs spécifiques ETA et ETB. Le premier est responsable de l’action 

contractile de l’ET-1 tandis qu’ETB va conduire à une vasodilatation indirecte en 

stimulant la production de NO� et de prostacycline. Le thromboxane A2 est produit dans 

les plaquettes à partir de l’acide arachidonique sous l’action de la Cox1. Elle exerce une 
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action vasoconstrictrice via des récepteurs couplés à la phospholipase C aux membranes 

des CML. 

Enfin, les cellules endothéliales jouent un rôle déterminant dans l’angiogénèse. 

L’angiogénèse permet la croissance et le remodelage d’un réseau vasculaire primitif 

existant afin d’établir un système circulatoire mature et complexe (Carmeliet, 2000). Ce 

phénomène intervient en conditions physiologiques (développement embryonnaire, 

implantation du placenta, cicatrisation) ou physiopathologiques (croissance tumorale, 

hémangiomes, polyarthrite rhumatoïde). Le mécanisme est complexe et fait intervenir 

différents acteurs cellulaires et moléculaires, incluant l’activation des cellules 

endothéliales par des facteurs de croissance, le remodelage de la matrice extracellulaire, 

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

vasculaires. Parmi les facteurs pro-angiogéniques identifiés, le Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF), le Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2), le Platelet Derived 

Growth Factor (PDGF) et l’angiopoïétine-1 jouent un rôle fondamental dans la 

croissance vasculaire. 

Les principales fonctions physiologiques des cellules endothéliales sont résumées dans la 

figure 10. 

����������	
����
������	
�������
���

���
��������
�������	�����������

�����������

��������	��

����
�����	��	

�����	���
�
����

��������	 
����
������
����
�����
��

����������������

�������������������
� !"#�����
$"#�����"%&�	'

��������
���

"����(�
���)�*��
����
��������
�
� 	

���������	
 ��!�"#������	
�����	���$%�	

�&��'

"��������������������������

��������

+������,���
�����
�����*�������
�����-���
�

�+#���+#

����������	
����
������	
�������
���

���
��������
�������	�����������

�����������

��������	��

����
�����	��	

�����	���
�
����

��������	 
����
������
����
�����
��

����������������

�������������������
� !"#�����
$"#�����"%&�	'

��������
���

"����(�
���)�*��
����
��������
�
� 	

���������	
 ��!�"#������	
�����	���$%�	

�&��'

"��������������������������

��������

+������,���
�����
�����*�������
�����-���
�

�+#���+#

Figure 10 : Fonctions physiologiques de l’endothélium vasculaire. 

MEC = Matrice Extracellulaire. 
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L’endothélium joue donc un rôle important dans la physiologie et l’homéostasie 

tissulaire. Nous verrons dans le chapitre 3.3 que l’irradiation altère la plupart de ces 

fonctions, faisant des cellules endothéliales une cible majeure des rayonnements 

ionisants. 

2.3 Radiosensibilité de l’intestin 

L’épithélium intestinal subit un renouvellement perpétuel et rapide le long de l’axe 

crypto-villositaire. Ce renouvellement est assuré par les cellules souches de la base des 

cryptes. C’est en partie cette activité mitotique intense qui confère à l’intestin sa 

vulnérabilité aux rayonnements ionisants. L’apoptose radio-induite au niveau des cryptes 

apparait à des doses extrêmement faibles (dès 0,01Gy) (Hendry et al., 1982; Potten, 1977; 

Potten and Grant, 1998). De plus, la fonctionnalité intestinale dépend de l’intégrité de ces 

cellules. Si les cellules souches meurent, le renouvellement de l’épithélium n’est plus 

assuré, ce qui entraine un raccourcissement des villosités voire une dénudation de la 

muqueuse et la perte de la fonction de barrière. Dans ce contexte, le compartiment 

épithélial a longtemps été le seul incriminé dans les troubles fonctionnels radio-induits et 

dans le développement des lésions (Hendry et al., 1983). Cependant, en 2001, ce postulat 

a été remis en question par les travaux de Paris et al selon lesquels les cellules 

endothéliales microvasculaires sont impliquées, voire sont la cible principale des 

rayonnements ionisants : la mort des cellules endothéliales microvasculaires pourrait 

induire la mort secondaire des cellules épithéliales par hypoxie (Paris et al., 2001). La 

remise en question par Paris et al du concept selon lequel la cellule épithéliales est la 

cible privilégiée des rayonnements ionisants a créé une polémique qui est encore 

d’actualité et sera développée plus loin dans le manuscrit. 
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3  Dommages radio-induits à l’intestin 

Il est important de bien distinguer les lésions intestinales radio-induites liées à des 

expositions corps entier, suite à des expositions accidentelles, des complications liées à 

des expositions très localisées où seule une partie du tractus digestif est irradiée. 

Expérimentalement, la plupart des études sur les effets des rayonnements ionisants au 

niveau des tissus sains intestinaux sont faites dans le modèle de syndrome gastro-

intestinal, avec une irradiation corps entier de l’animal (TBI : Total Body Irradiation) ou 

abdominale totale. Cependant, de tels modèles ne permettent pas d’étudier les effets 

tardifs de l’irradiation, car l’irradiation corps entier altère de nombreuses fonctions 

biologiques et provoque la mort de l’animal à des doses relativement peu élevées. La 

seule façon de modéliser des dommages tardifs au niveau de l’intestin grêle chez la souris 

tels que des fibroses radiques est d’irradier localement l’intestin, en exposant une anse 

intestinale extériorisée à une forte dose d’irradiation (19Gy, débit de dose 1 à 2 Gy par 

minute). Cette dose permet de conserver les animaux en vie le temps nécessaire et 

suffisant pour engendrer des dommages tardifs tels que la fibrose. C’est le modèle que 

nous avons choisi pour cette thèse qui s’intéresse à la fois aux effets précoces et tardifs 

des rayonnements au niveau de l’intestin grêle. Nous nous sommes cependant basés sur 

les résultats de la littérature publiés dans les modèles de syndrome gastro-intestinal après 

irradiation en corps entier pour l’étude des lésions aigues radio-induites. 

3.1 Syndrome aigu d’irradiation. 

Chez l’Homme, le syndrome aigu d’irradiation apparait après une irradiation du corps 

entier à forte dose. Il entraine des conséquences sur différents tissus et organes qui 

apparaissent après des phases de latence d’autant plus courtes que la dose est élevée. Il 

existe trois syndromes majeurs : 

� Le syndrome hématopoïétique (doses de 1à 7 Gy) est dû aux dommages aux cellules 

souches hématopoïétiques de la moelle osseuse. Il se caractérise par une aplasie dont les 

conséquences peuvent menacer la survie de l’individu du fait du risque accru d’infections 

et d’hémorragies. Les symptômes sont une anorexie, des nausées et vomissements. Les 

expositions accidentelles étant généralement hétérogènes, la prise en charge médicale 

consiste à administrer le plus rapidement possible après exposition des cytokines et 

facteurs de croissance (Granulocyte Colony-Stimulating Factor, G-CSF ou Granulocyte-
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Monocyte Colony-Stimulating Factor, GM-CSF) pour stimuler la réparation médullaire 

par les cellules souches. Si le patient ne sort pas d’aplasie sous facteurs de croissance (14 

à 21 jours de traitement) une greffe de moelle osseuse doit être envisagée. (Drouet and 

Herodin, 2010; Gorin et al., 2006; Herodin and Drouet, 2005). 

� Le syndrome gastro-intestinal ou SGI (irradiation supérieure à 7Gy) se caractérise par 

une dénudation de la muqueuse intestinale, des ulcérations et la rupture des barrières 

intestinales et vasculaires. Les symptômes sont des diarrhées, des crampes abdominales, 

des saignements et des infections. Ce syndrome peut entrainer la mort de l’individu en 

une à deux semaines pour des gammes de doses allant de 10 à 50Gy. Actuellement, il 

n’existe pas de traitement curatif efficace du SGI, la thérapie consiste essentiellement en 

des traitements symptomatiques. 

� Le syndrome cérébro-vasculaire, létal en quelques jours est caractéristique des 

irradiations supérieures à 50Gy. Il se traduit par un œdème cérébral, une hypertension 

intracrânienne et des atteintes vasculaires majeures qui causent désorientation temporo-

spatiale, ataxie, convulsions et coma. Ce syndrome entraine le décès du patient en 

quelques jours. 

Pour des doses plus élevées, les patients peuvent développer un syndrome multi-organe 

intégrant au moins un des syndromes décrits ci-dessus, auquel peuvent s’ajouter des 

atteintes pulmonaires et/ou oropharyngées et des atteintes cutanées. 

Chez la souris, le syndrome hématopoïétique survient après des doses inférieures à 10Gy 

corps entier. Il est généralement traité par des greffes de cellules de moelle osseuse. Le 

syndrome gastro-intestinal apparait à des doses supérieures à 10Gy TBI. La dose létale 50 

(LD50) à 10 jours est dépendante du modèle d’irradiation (corps entier ou abdominal 

total) et du statut conventionnel ou sans agent pathogène (SPF) de la souris (Mason et al., 

1989). 

3.2 Dommages intestinaux radio-induits et complications des 

radiothérapies. 

Dans les cas des complications associées aux traitements par radiothérapie, les lésions 

radio-induites aux tissus sains sont classées en dommages aigus et tardifs selon la 

cinétique d’apparition des symptômes cliniques (Tableau 3). L’initiation des dommages 

commence pendant le protocole de radiothérapie mais ils peuvent apparaitre des mois 

voire des années après irradiation. 
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Tableau 3 : Histopathologie de l’entérite radique. 

D’après (Theis et al., 2010).

Si la déplétion cellulaire dans les compartiments les plus radiosensibles est un évènement 

déterminant dans l’initiation des dommages, il est aujourd’hui admis que la réponse 

tissulaire aux rayonnements ionisants est la résultante de l’activation et de l’implication 

de l’ensemble des compartiments qui composent le tissu (Bentzen, 2006). Ainsi, 

l’apparition des dommages résulte d’une séquence de processus imbriqués les uns dans 

les autres, qui participent à l’initiation, la progression et la chronicité des lésions radio-

induites. D’un point de vue expérimental, seuls des modèles d’irradiation localisée de 

l’intestin ou du côlon permettent d’étudier la pathogénèse de ces effets aigus et tardifs au 

niveau des tissus sains (Tableau 4). Il existe deux modèles d’irradiation localisée du grêle 

chez le rongeur : le modèle de scrotalisation, et celui de l’anse extériorisée. La 

scrotalisation consiste à transposer une anse intestinale dans le scrotum après castration 

bilatérale chez le rat (Hauer Jensen et al., 1983). Ce modèle permet d’irradier 

spécifiquement l’intestin grêle et rend possible l’irradiation fractionnée. Cependant, cette 

technique n’est pas transposable chez la souris. Le modèle d’anse extériorisée, plus 

simple à réaliser, consiste à sortir une anse intestinale et de l’irradier spécifiquement avec 

une dose unique de 19Gy (Figure 11). Le segment intestinal est ensuite replacé dans la 

cavité abdominale. Ce modèle permet d’étudier, chez le rat ou la souris, les dommages 

aigus et tardifs (fibrose radique du grêle) causés par l’irradiation en dose unique. 
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Figure 11 : Irradiation d’une anse intestinale extériorisée.  

Seul l’intestin est exposé aux rayonnements ionisants, le reste de l’animal étant protégé par des écrans de 

plomb. (Image : IRSN) 

Enfin, l’irradiation colorectale chez le rat ou la souris permet également de modéliser des 

fibroses radio-induites. C’est un modèle non invasif, qui consiste à centrer la fenêtre 

d’irradiation sur le colorectum de l’animal grâce à des repères anatomiques. 

Tableau 4 : Doses utilisées au laboratoire chez les rongeurs pour modéliser des effets aigus et/ou 

tardifs dans des modèles d’irradiation localisées du grêle et du colon. 

3.2.1 Phases aigues des lésions intestinales radio-induites. 

En radiobiologie, la plupart des équipes travaillent sur des modèles animaux d’irradiation 

corps entier ou abdominales totales. Parmi les équipes utilisant des modèles d’irradiation 

localisée du grêle, Rubio et Jalnas ont été les premiers à décrire l’histologie des 

dommages aigus et tardifs de l’entérite radique chez le rat (Rubio and Jalnas, 1996). Chez 

la souris, seules les équipes de Hauer-Jensen et de Jeppsson, en plus de notre laboratoire 
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étudient les effets des rayonnements ionisant dans le modèle d’anse extériorisée (Zheng 

et al., 2000 ; Johnson et al., 2004). Polistena et al décrivent, dans le modèle d’anse 

extériorisée chez la souris C57Bl6/J, une dilatation des vaisseaux périphériques 2h après 

irradiation à 19Gy supposant une hyperhémie. 24h après irradiation, ils notent la présence 

de lymphocytes infiltrés et de cellules apoptotiques dans les cryptes (apoptose qui 

augmente encore à 48h), avec une augmentation du nombre de cellules inflammatoires 

dans l’épithélium, la lamina propria et la sous séreuse (Polistena et al., 2008). Dans ce 

modèle, les lésions aigues sont associées à une progressive infiltration de cellules 

inflammatoires dans les tissus et une augmentation de l’apoptose dose dépendante. Les 

lésions observées dans les phases précoces sont comparables à celles obtenues dans des 

modèles d’irradiation corps entier, ce qui en fait un bon modèle pour l’étude de la 

pathogénèse précoce et tardive des lésions radio-induites.  

Les résultats décrits ci-après concerneront principalement des irradiations corps entier, 

modèles les plus utilisés dans l’étude des effets aigus des rayonnements ionisants. 

Expérimentalement, chez la souris, après une irradiation de 8Gy TBI, on observe dès 4h 

au niveau de l’intestin l’apoptose des cellules épithéliales progénitrices (Clarke et al., 

1994; Merritt et al., 1997; Merritt et al., 1994). Elle est suivie d’une vague de mort 

mitotique (24h post irradiation) (Merritt et al., 1997). Il a été montré que la déficience en 

p53 chez la souris abroge l’apoptose radio-induite des cellules épithéliales, la première 

vague d’apoptose est donc dépendante de p53. Cependant, chez les souris p53-/-, les 

cellules épithéliales subissent la mort mitotique 24h après irradiation, cette deuxième 

vague de mort est donc indépendante de p53 (Merritt et al., 1997). Très récemment chez 

la souris, Kirsch et al ont montré que la délétion sélective de p53 dans les cellules 

épithéliales par le système Cre-Lox sensibilise au syndrome gastro-intestinal. Les cellules 

épithéliales meurent par un mécanisme régulé par p53 mais indépendant de l’apoptose 

(Kirsch et al., 2010). Ceci avait déjà été montré chez la souris p53-/- (Komarova et al., 

2004). Après un dommage à l’ADN, p53 induit un arrêt du cycle cellulaire pour 

permettre à la cellule soit d’enclencher les processus de réparation et donc de survivre, 

soit de choisir la voie d’apoptose si les dommages sont trop importants. Cela montre que 

la phase de mort mitotique des cellules épithéliales, indépendante de p53, est 

déterminante dans le syndrome gastrointestinal après irradiation. 

Dès la dose de 0,01Gy, on observe de l’apoptose dans les cryptes. Le taux maximum 

d’apoptose (6 cellules apoptotiques) est atteint dès la dose de 1Gy (Potten, 1977; Potten, 

2004). Ce taux est atteint 3 à 6 heures après irradiation et revient à la normale 24 heures 
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après ces faibles doses. Qiu et al ont montré que l’apoptose radioinduite des cellules 

souches épithéliales et des progéniteurs épithéliaux est dépendante de la protéine p53 

upregulated modulator of apoptosis (PUMA), un facteur pro-apoptotique de la famille 

Bcl-2. Les souris PUMA-/- survivent plus longtemps au syndrome gastro-intestinal, 

présentent moins d’apoptose radio-induite et un taux de prolifération plus élevé dans les 

cryptes. Les auteurs décrivent dans cette étude que l’expression de PUMA est induit via 

la protéine p53, et qu’elle induit une signalisation pro-apoptotique par la voie 

mitochondriale via les protéines pro-apoptotiques Bak et Bax. Par contre, la déficience en 

PUMA n’affecte pas le taux de cellules endothéliales apoptotiques (Qiu et al., 2008). 

L’apoptose des cellules endothéliales microvasculaires apparait aussi très tôt (4-5h) après 

une irradiation de 15Gy corps entier et pourrait être responsable de l’apoptose des 

cellules épithéliales par hypoxie (Paris et al., 2001). Cette hypothèse fait encore débat 

aujourd’hui et sera développée de manière précise dans le chapitre 3.4. Cependant, ce 

phénomène semble être dépendant de la dose d’irradiation. La voie des céramides 

responsable de l’apoptose radio-induite endothéliale ne semble plus être prépondérante à 

des doses supérieures à 15Gy. Par ailleurs, il a été montré qu’on n’observe pas de mort 

des cellules endothéliales après une irradiation de 9 Gy TBI chez la souris, malgré des 

lésions muqueuses importantes (Sasaki et al., 2004). 

En conséquence, les pertes cellulaires radio-induites se traduisent par une atteinte 

structurale de la muqueuse due à une dénudation épithéliale 3 à 4 jours après irradiation 

(MacNaughton, 2000), une altération de la barrière épithéliale (perméabilité), la perte 

d’une partie des cryptes (stérilisation), une diminution de la taille des villosités, une 

infiltration de la lamina propria par des cellules sanguines, puis une ulcération de la 

muqueuse. Ces évènements conduisent à une dysfonction épithéliale qui se traduit par 

une perte de nutriments et de fluides, une augmentation de la perméabilité aux 

pathogènes et une exacerbation de l’inflammation de la muqueuse (MacNaughton, 2000). 

Pour des doses inférieures à 11Gy TBI chez la souris, il peut y avoir régénération 

épithéliale. Pour des doses plus importantes, la régénération des cryptes est moindre. A 

partir de 15Gy, la régénération est insuffisante et conduit au syndrome gastro-intestinal 

décrit ci-dessus. Il est intéressant de noter, dans le cas de l’irradiation locale d’une anse 

extériorisée, la présence de cryptes régénérantes même après de fortes doses d’irradiation.  

L’irradiation peut aussi perturber les systèmes fonctionnels intestinaux dès les faibles 

doses comme le transport de l’eau et des électrolytes (Gunter-Smith, 1986) qui va 

entrainer des diarrhées et une déshydratation, qui sont également dues à un défaut de 
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motricité digestive et une accélération du transit intestinal. Ces atteintes structurales et 

fonctionnelles sont associées à une forte inflammation du tissu. L’activation de 

l’endothélium et la production de molécules d’adhésion jouent un rôle important dans le 

recrutement des cellules inflammatoires de même que la production de cytokines pro-

inflammatoires. L’irradiation entraine aussi une augmentation de la perméabilité 

vasculaire qui va provoquer l’extravasation de protéines sériques, et la formation d’un 

œdème. 

3.2.2 Phases tardives des lésions intestinales radio-induites. 

Les lésions radio-induites tardives se manifestent principalement dans les vaisseaux 

sanguins et le tissu conjonctif. Les fibroses intestinales radio-induites sont des 

complications tardives de la radiothérapie des cancers de la sphère abdomino-pelvienne. 

Elles se caractérisent par une sclérose vasculaire et une accumulation progressive de 

matrice extracellulaire (surtout des collagènes de type I et III) au niveau de la paroi 

intestinale. Les mécanismes moléculaires et cellulaires de la fibrose radio-induite sont 

assimilables à un processus de cicatrisation pathologique (Figure 12). Les maladies 

fibrosantes chroniques telles que les fibroses pulmonaires, hépatiques, cardiovasculaires, 

ou encore rénales ont pour point commun la production soutenue de facteurs de 

croissance, enzymes protéolytiques, facteurs angiogéniques, et de cytokines pro-

fibrosantes qui stimulent le dépôt conjonctif et vont progressivement remodeler et 

détruire l’architecture normale des tissus. Dans certaines pathologies, la fibrose peut 

entrainer un défaut de fonction de l’organe et la mort de l’individu. 

En cas de dommage au niveau de l’épithélium ou de l’endothélium, le relargage de 

médiateurs de l’inflammation initie la cascade antifibrinolytique/coagulation qui va 

entrainer la formation d’un « clou » plaquettaire. La dégranulation des plaquettes va 

conduire à une vasodilatation et à l’augmentation de la perméabilité vasculaire. La 

production de MMP par les myofibroblastes et les cellules épithéliales et/ou endothéliales 

conduit à la rupture de la membrane basale, qui va favoriser le recrutement et 

l’infiltration des cellules inflammatoires sur le site lésé. Les cytokines et chémokines 

produites vont stimuler la prolifération et le recrutement de leucocytes. Les macrophages 

et neutrophiles vont éliminer les débris tissulaires, les cellules mortes et les organismes 

pathogènes. La néoangiogénèse est très importante dans la cicatrisation, pour permettre 
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un approvisionnement du tissu en gaz et nutriments. Les néovaisseaux sont formés à 

partir de bourgeons endothéliaux dans des zones non lésées.  

Les cellules activées par l’irradiation vont produire des facteurs de croissances et 

cytokines pro-fibrosantes telles que le TGF-�, l’IL-13 ou le PDGF (Li et al., 2006; 

Parsons et al., 2007; Wynn, 2003). Les fibroblastes activés se transforment en 

myofibroblastes qui vont favoriser la contraction de la cicatrice en exprimant de l’�-

smooth muscle actin (�-SMA), pour compenser les pertes de substance. Enfin, les cellules 

épithéliales, endothéliales, nerveuses et fibroblastiques vont migrer pour régénérer les 

tissus endommagés, ce qui va compléter le processus de cicatrisation. Cependant, la 

chronicité de l’inflammation ou de la réparation peut entrainer une accumulation 

excessive de composants matriciels et former des cicatrices fibrotiques permanentes.  

Figure 12 : Phases d’une cicatrisation normale et du développement d’une fibrose radio-induite. 

D’après (Bentzen, 2006). 

La production/dégradation du collagène et le remodelage matriciel sont régulés par de 

nombreuses métalloprotéases (MMP) et leurs inhibiteurs, les Tissue Inhibitors of 

Metalloproteases (TIMPs). La fibrose apparait lorsque la néosynthèse de collagène par 

les myofibroblastes est plus rapide et importante que sa dégradation. La dérégulation du 
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système des métalloprotéases joue un rôle important dans le dépôt de collagène après 

irradiation (Strup-Perrot et al., 2004). Les myofibroblastes, qui dérivent des fibroblastes 

par différentiation myofibroblastique (Quan et al., 2006; Tomasek et al., 2002) sont 

activés par l’irradiation. Ils sont en grande partie responsables de la production des 

collagènes fibrillaires qui composent la fibrose (Wang et al., 2001), sous l’effet de 

facteurs de croissance profibrosants comme le TGF-�1. Le TGF-�1 joue un rôle 

important dans la différenciation myofibroblastique car il régule l’expression de l’�-SMA 

(Desmouliere et al., 1993). Il a été montré que des cellules épithéliales peuvent subir une 

transition épithélio-mésenchymale (epithelial-mesenchymal transition ou EMT) pour 

former des myofibroblastes de fibrose au niveau du poumon (Willis et al., 2006), du rein

(Kalluri and Neilson, 2003) ou plus récemment, pour former des fibroblastes au niveau 

du côlon, dans un modèle de fibrose induite par le 2,4,6,trinitrobenzène (TNBS) chez la 

souris (Flier et al., 2010). Par ailleurs, une étude a montré que des cellules endothéliales 

peuvent subir une transition endothélium-mésenchyme (EndMT) dans un modèle de 

fibrose cardiaque (Zeisberg et al., 2007). Les auteurs ont montré qu’in vitro, l’EndMT est 

régulée par le TGF-�1. Ces résultats ont été confirmés dans le cas de fibroses cardiaques 

spontanées chez les souris déficientes en PAI-1 (Ghosh et al., 2010). 

Le TGF-�1 est un acteur important de la fibrose (Figure 13). En plus d’induire la 

différenciation myofibroblastique,  il stimule l’accumulation de matrice extracellulaire en 

induisant la transcription des collagènes fibrillaires, des protéoglycanes et de la 

fibronectine (Verrecchia and Mauviel, 2002). De plus, il est capable d’inhiber l’activation 

ou la synthèse des MMP et d’activer la transcription des TIMPs, inhibiteurs directs des 

MMPs, et de PAI-1 (capable d’inhiber l’activation des MMPs), ce qui globalement 

conduit à une inhibition de la dégradation de la matrice extracellulaire. 

Figure 13 : TGF-� et fibrose. 
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En ce qui concerne les lésions radio-induites, il existe une augmentation des taux de 

TGF-�1 dans de nombreux cas de fibroses radio-induites, chez l’homme comme chez 

l’animal. Cette cytokine est d’ailleurs utilisée comme marqueur prédictif de la sévérité 

des lésions tardives chez des patients irradiés au niveau du thorax (Anscher et al., 1997). 

Dans le cas des entérites radiques chez l’homme, Vozenin-Brotons et al ont montré par 

immunohistochimie que le TGF-�1 est fortement exprimé dans les vaisseaux, la matrice 

extracellulaire et les myofibroblastes des tissus lésés, et ce, plusieurs années après 

irradiation (Vozenin-Brotons et al., 2003).  

Il a été montré que l’irradiation est capable d’activer directement le TGF-�1 in vivo et in 

vitro. Barcellos-Hoff et al ont montré que l’irradiation induit l’activation du TGF-�1 in 

vivo chez la souris au niveau des glandes mammaires, après irradiation corps entier 

(5Gy). Cette activation apparait 1h après exposition aux rayonnements ionisants 

(Barcellos-Hoff et al., 1994). Plus tard, la même équipe a montré que l’activation radio-

induite du TGF-�1 pourrait être due à l’oxydation par les ROS d’une méthionine de son 

pro-peptide le Latency-Associated Peptide (LAP). En effet, à l’état latent, le dimère de 

TGF-�1 est associé à un dimère de LAP. L’oxydation du pro-peptide par les ROS induit 

un changement de conformation du dimère de LAP et la libération du TGF-�1 mature 

(Jobling et al., 2006). Cette activation radio-induite du TGF-�1 est un mécanisme original 

qui montre que les rayonnements ionisants peuvent mobiliser rapidement la cytokine, 

sans passer par l’induction de sa transcription. 

D’autres facteurs de croissance sont très impliqués dans le développement de la fibrose 

radio-induite (Yarnold and Brotons, 2010). Par exemple, le Connective Tissue Growth 

Factor (CTGF), exprimé par différents types cellulaires dont les cellules musculaires 

lisses vasculaires, est impliqué entre autres dans la prolifération, la migration, l’adhésion, 

la production de matrice extracellulaire, et la cicatrisation (Moussad and Brigstock, 

2000). La transcription du CTGF peut être induite par le TGF-�1. Il a été montré que 

cette protéine est surexprimée dans les entérites radiques chez l’homme, notamment au 

niveau des fibroblastes activés (Vozenin-Brotons et al., 2003). Bourgier et al ont montré 

que l’expression du CTGF est régulée par la voie de signalisation Rho/ROCK in vivo

dans des biopsies d’entérite radique et in vitro sur des cellules musculaires lisses 

primaires isolées de grêles radiques (Bourgier et al., 2005). Par ailleurs, l’irradiation 

augmente significativement la sécrétion du Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) par 

les cellules endothéliales (Eldor et al., 1989). Cette cytokine est impliquée dans les 

processus de prolifération, migration et d’angiogénèse. Récemment, il a été montré que 
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l’administration d’imatinib, un inhibiteur du récepteur du PDGF, atténue la fibrose 

pulmonaire radio-induite chez la souris dans les phases précoces et tardives après 

irradiation (Abdollahi et al., 2005; Li et al., 2009).  

3.2.3 Effets secondaires des radiothérapies : facteurs de risque. 

Il existe de nombreux facteurs qui influencent les risques de développer des effets 

secondaires des radiothérapies, notamment au niveau de l’intestin. Des facteurs liés au 

traitement peuvent être mis en cause, comme le volume d’intestin dans le champ 

d’irradiation, la dose et le fractionnement, la technique d’irradiation utilisée ainsi que les 

agents chimiothérapeutiques potentiellement utilisés (Letschert et al., 1990; Ooi et al., 

1999). La dose totale d’irradiation et le volume irradié sont probablement les facteurs les 

plus importants dans le développement des lésions aigues et tardives. A des doses totales 

inférieures ou égales à 50Gy, l’entérite radique est rare. A cette dose, 5% des patients 

développent une entérite radique dans les 5 ans qui suivent le traitement (pour une 

exposition d’un tiers du grêle). Le pourcentage passe à 50% pour une dose de 60Gy 

(Emami et al., 1991). Au niveau du patient, un index de masse corporel faible et des 

pathologies morbides telles que le diabète, l’hypertension, ou encore des maladies 

digestives inflammatoires (IBD), la sclérodermie ou une laparotomie peuvent augmenter 

les risques de développer une entérite radique (Chon and Loeffler, 2002). Par ailleurs, il 

existe des variabilités génétiques ou des polymorphismes qui rendent certains patients 

plus sensibles à l’irradiation que d’autres. L’hypothèse de la composante génétique 

découle du fait que des patients atteints de certaines maladies génétiques développent des 

dommages radio-induits beaucoup plus importants que la normale. Par exemple, les 

patients atteints d’ataxie télangiectasie, une maladie autosomale récessive rare, traités par 

radiothérapie pour des cancers, développent des lésions très sévères au niveau des tissus 

sains (Abadir and Hakami, 1983; Hart et al., 1987; Taylor et al., 1975). D’autres maladies 

génétiques telles que l’anémie de Fanconi ou le syndrome de Bloom présentent une 

radiosensibilité accrue aux traitements par radiothérapie (Alter, 2002; Gatti, 2001). De 

nombreux gènes ont été identifiés, pour lesquels des polymorphismes sont liés à une 

suceptibilité accrue de développer des lésions radio-induites, au niveau de différents 

tissus. C’est le cas des gènes XRCC1 et XRCC3, impliqués dans la réparation de l’ADN, 

de ATM, activé en cas de cassure double brin de l’ADN, du gène de la superoxyde 

dismutase mitochondriale SOD2, et du gène du TGF-�, le plus étudié dans ce domaine. 
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Le TGF-� a très vite été un gène candidat du fait de son rôle dans la réparation tissulaire. 

Il a été montré que des taux plasmatiques élevés de TGF-� avant le traitement par 

radiothérapie est associé à un risque élevé de développer des maladies veino-occlusives 

hépatiques, et des fibroses pulmonaires (Anscher et al., 1993). Plusieurs études cliniques 

d’Anscher et de ses collaborateurs montrent une corrélation entre les taux de TGF-�

plasmatiques et le développement de pneumopathies radio-induite (Anscher et al., 1997). 

Les mêmes auteurs ont  montré que ces changements de concentrations plasmatiques 

peuvent être utilisés pour identifier les patients à risque pour les dommages pulmonaires 

radio-induits (Anscher et al., 1998). La variation des concentrations plasmatiques de 

TGF-� serait due à des polymorphismes du gène (Grainger et al., 1999). Un 

polymorphisme nucléotidique (SNP) en position +869 (substitution d’une thymine par 

une cytosine) a été associé au développement de fibrose pulmonaire dans le cas 

d’allogreffes (El-Gamel et al., 1998; El-Gamel et al., 1999). Plus récemment, il a été 

montré que ce polymorphisme est associé à un risque accru de développer une 

pneumopathie pulmonaire chez des patients traités pour des cancers du poumon non à 

petites cellules (Yuan et al., 2009).  Par ailleurs, Quarmby et al ont mis en évidence que 

deux SNPs, en position -509 et +869 sont associés à un risque sévère de fibrose sous 

cutanée chez des patients traités pour des cancers du sein (Quarmby et al., 2003). Ce 

résultat a été confirmé pour le SNP en -509 par Andreassen et al, dans une étude 

rétrospective (Andreassen et al., 2005). Enfin, le SNP en position 869 est associé à une 

augmentation de la sévérité des fibroses sous cutanées et profondes chez 60 patients 

traités pour des cancers du nasopharynx (Alsbeih et al., 2010).  

3.2.4 Traitement des entérites radiques 

Chez l’homme. 

Dans le cas des entérites radiques, la plupart des traitements sont symptomatiques. Une 

prise en charge nutritionnelle est indispensable chez les patients souffrant d’entérite 

radique chronique du fait de la malabsorption qui peut être à l’origine d’une dénutrition 

sévère (Cosnes et al., 1988). 

Les diarrhées peuvent être gérées grâce à des agents inhibant le péristaltisme intestinal, 

comme le lopéramide. Les effets des anti-inflammatoires ont été étudiés dans la 

prévention et le traitement des dommages aigus, avec des résultats variés : si les patients 

traités à la sulphasalazine souffrent moins de diarrhées et de toxicité gastro-intestinale

(Kilic et al., 2000), il a été montré qu’un autre anti-inflammatoire, le 5-Aminosalicylic 
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Acid (5-ASA) n’a aucun effet protecteur et parait même empirer les symptômes (Baughan 

et al., 1993; Resbeut et al., 1997). Dans le cas des lésions chroniques, les effets de la 

sulphasalazine ont été étudiés chez 4 patients souffrant d’entérite radique, et ont montré 

une amélioration clinique au bout d’un an (Goldstein et al., 1976). Une autre étude a 

montré un effet bénéfique d’un glucocorticoïde (méthylprednisolone) chez 24 patients 

(Loiudice and Lang, 1983).  

L’utilisation de probiotiques ou d’antibiotiques permettrait par ailleurs de limiter la 

prolifération bactérienne et de prévenir les lésions précoces radio-induites (Ciorba and 

Stenson, 2009; Spyropoulos et al., 2010; Danielsson et al., 1991). Sur une cohorte de près 

de 500 patients traités par radiothérapie pour des cancers pelviens, le traitement 

prophylactique par un probiotique diminue significativement les diarrhées radio-induites 

(Delia et al., 2007). Par ailleurs, une étude a montré que l’utilisation de métronidazole et 

de doxycycline chez 20 patients améliore les diarrhées pour 33% d’entre eux et réduit la 

croissance bactérienne (Danielsson et al., 1991).  

En ce qui concerne la malabsorption des acides biliaires, qui est responsable des diarrhées 

chez un grand nombre de patients souffrant d’entérite radique, l’utilisation de 

cholestyramine, un chélateur des acides biliaires, semble améliorer les symptômes dans 

les 10 jours, jusqu’à 2 ans (Danielsson et al., 1991).  

Une étude clinique de phase II a montré que la combinaison de pentoxifylline et de 

tocophérol (vitamine E) a un effet bénéfique sur 21 patients atteints d’entérite ou rectite 

radiques, par des effets antioxydants (Hille et al., 2005). Même si cette étude n’évalue pas 

l’efficacité anti-fibrotique au niveau de l’intestin ou du rectum, plusieurs études ont 

souligné l’efficacité de la combinaison tocophérol/vitamine E sur la fibrose radio-induite 

dans d’autres organes (Chiao and Lee, 2005). Enfin, quelques études montrent que 

l’amifostine, un adjuvant cytoprotecteur utilisé dans les traitements chiomithérapiques 

impliquant des agents liant l'ADN, peut avoir des effets bénéfiques pour prévenir les 

dommages radio-induits aux tissus sains. En effet, l’amifostine, administrée avant chaque 

irradiation, diminue significativement les lésions intestinales radio-induites chez des 

patients traités pour des cancers abdomino-pelviens (Athanassiou et al., 2003).

Par ailleurs, il a été montré que l’oxygénothérapie hyperbare peut avoir des effets 

bénéfiques dans le cas des entérites radiques chroniques (Gouello et al., 1999; Neurath et 

al., 1996). L’oxygène hyperbare favorise l’angiogenèse, nécessaire à la réparation 

tissulaire.  
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La chirurgie est utilisée dans les cas d’occlusion, de fistules ou de perforations. Mais les 

complications post-opératoires sont à prendre en compte du fait de la laparotomie. La 

possibilité de mort du patient suite à l’opération ou sa survie limitée n’est pas 

négligeable. 

Modèles précliniques 

D’autres stratégies thérapeutiques des lésions radio-induites font l’objet de recherches et 

de tests précliniques. Plusieurs approches sont envisagées comme cibler l’inflammation 

radio-induite, diminuer le stress oxydant, agir sur la perte de thrombo-résistance des 

vaisseaux ou encore prévenir l’ulcération de la muqueuse intestinale et la fibrose.  

Dans le cas des stratégies anti-inflammatoires et anti-oxydantes, les statines pourraient 

être utilisées pour leurs capacités à inhiber la réponse inflammatoire et diminuer le stress 

oxydant. Il a été montré in vitro sur des cultures de cellules endothéliales que la 

pravastatine limite l’activation radio-induite des cellules endothéliales microvasculaires 

humaines (Gaugler et al., 2005) et que la lovastatine protège les cellules de la mort radio-

induite (Nubel et al., 2006). De plus, il a été montré que la pravastatine et la simvastatine 

réduisent les lésions intestinales radio-induites chez le rat dans des modèles d’irradiation 

localisée du grêle à dose unique ou fractionnée (Haydont et al., 2007; Wang et al., 2007). 

Par ailleurs, Boerma et al ont montré que l’orazipone, un immunomodulateur ayant des 

effets anti-inflammatoires sur la muqueuse intestinale améliore les lésions intestinales 

radio-induites après une dose unique d’irradiation chez le rat (Boerma et al., 2006).  

L’équipe de Hauer-Jensen a également travaillé sur le potentiel thérapeutique d’un 

antioxydant. Des travaux publiés récemment montrent que l’utilisation d’un analogue de 

la vitamine E, le gamma-tocotrienol, augmente la survie des souris irradiées en TBI et 

diminue les lésions intestinales radio-induites. Ces observations sont associées à une 

diminution du stress oxydatif dans les vaisseaux et une restauration de la fonction 

endothéliale (Berbee et al., 2009).  

Une étude a ciblé la perte de thrombo-résistance des vaisseaux induite par l’irradiation. 

Chez le rat, dans le modèle d’anse intestinale extériorisée, les auteurs ont administré de 

l’hirudine, un inhibiteur direct de la thrombine, par voie intra péritonéale. Le traitement a 

significativement diminué les dommages muqueux, la surexpression radio-induite du 

TGF-�, et le dépôt de collagène III (Wang et al., 2004). La même équipe a montré que 

l’administration de clopidogrel, un inhibiteur de l’agrégation plaquettaire, diminue 

significativement la sclérose vasculaire et les lésions muqueuses après irradiation 
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localisée de l’intestin chez le rat. Les auteurs montrent une amélioration du score 

d’atteinte radio-induite globale avec une diminution du dépôt de collagène de type III 

(Wang et al., 2002). Des résultats similaires ont été trouvés avec un autre inhibiteur de 

l’agrégation plaquettaire, le ticlopidine (Akyurek et al., 2006). 

Par ailleurs, il a été montré dans le modèle de scrotalisation chez le rat, que l’octréotide, 

un analogue de la somatostatine, une hormone sécrétée par l’hypophyse mais aussi au 

niveau de l’intestin, protège des dommages intestinaux radio-induits. Le traitement 

diminue les lésions radio-induites et inhibe les surexpressions radio-induites de TGF-�, 

collagène I et III. Les auteurs montrent que l’octréotide améliore la fibrose en diminuant 

les lésions aigues (Wang et al., 2001; Wang et al., 1999). Plus récemment, le même 

groupe a montré que le pariséotide, un analogue de la somatostatine plus stable que 

l’octréotide augmente la survie des souris irradiées en corps entier en inhibant la sécrétion 

enzymatique du pancréas et en préservant la muqueuse intestinale (Fu et al., 2009). 

Le TGF-� étant un médiateur important de la fibrose radio-induite, il constitue une bonne 

cible thérapeutique. L’équipe de Hauer-Jensen a montré que l’inhibition du TGF-� par 

injection de TGF-�RII recombinant chez des souris ayant subi une irradiation localisée du 

grêle, améliore l’entéropathie radique avec une diminution des lésions fibrotiques, une 

préservation de la muqueuse et une augmentation de la prolifération cellulaire dans les 

cryptes (Zheng et al., 2000). 

Une autre stratégie vise à protéger le compartiment muqueux de la déplétion cellulaire 

radio-induite en protégeant ou stimulant la production de cellules épithéliales grâce à des 

facteurs de croissance (Booth and Potten, 2001). Le glucagon-like peptide-2 (GLP-2) a 

montré une action efficace au niveau de l’intestin dans un modèle TBI chez la souris 

(Booth et al., 2004) et dans le modèle d’anse extériorisée chez le rat (Torres et al., 2007),

en augmentant la survie des cellules souches des cryptes. De la même façon, 

l’administration intra-luminale d’interleukine-11 améliore la réponse intestinale à 

l’irradiation et diminue les lésions chez des rats irradiés selon le modèle de scrotalisation 

(Boerma et al., 2007). Le Keratinocyte Growth Factor (KGF) est un autre facteur de 

croissance très étudié dans la protection de la muqueuse. Farrell et al ont montré que le 

KGF protège des lésions gastro-intestinales et de la mortalité radio-induite chez des 

souris irradiées en TBI (Farrell et al., 1998). Le même groupe a montré que chez la souris 

non irradiée, le KGF augmente l’épaisseur de la muqueuse buccale et la taille des 

villosités au niveau de l’intestin, cet effet serait utile en prévention du traitement par 

radiothérapie, afin de limiter les ulcérations de la muqueuse (Farrell et al., 2002).  
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Cependant, l’approche qui consiste à administrer des facteurs de croissance à des patients 

atteints de cancer pose un problème clinique potentiel, sachant que les traitements anti-

cancéreux visent à abroger les capacités prolifératives des cellules tumorales. Le KGF est 

le seul facteur de croissance à être utilisé en clinique à ce jour. Une étude clinique de 

phase II a montré que le Palifermin (KGF) réduit les lésions muqueuses, la dysphagie et 

la xérostomie chez des patients traités pour des cancers de la tête et du cou, par de la 

radiothérapie hyperfractionnée, en association à une chimiothérapie, sans interférer sur 

l’efficacité du traitement au niveau de la tumeur (Brizel et al., 2008). 

3.3 Effets des rayonnements ionisants sur le compartiment 

vasculaire 

L’endothélium est un des compartiments cellulaires cible des rayonnements ionisants. 

L’irradiation va induire de multiples effets sur l’endothélium comme la perte de thrombo-

résistance, l’acquisition d’un phénotype pro-coagulant et anti-fibrinolytique, l’activation 

et la mort des cellules endothéliales induites par l’irradiation. Tous ces effets jouent un 

rôle important dans l’initiation et la progression des dommages radio-induits aux tissus 

sains. 

3.3.1 Activation des cellules endothéliales 

De nombreuses études ont montré que l’irradiation active l’endothélium in vivo et in 

vitro, ce qui va en particulier favoriser les interactions entre les cellules circulantes 

(leucocytes et plaquettes) et les cellules endothéliales. Les cellules endothéliales 

acquièrent un phénotype pro-thrombotique, pro-inflammatoire et pro-coagulant. Il a été 

montré in vitro que l’irradiation augmente l’expression de molécules d’adhésion à la 

surface des cellules endothéliales telles que : ICAM-1 (Inter Cellular Adhesion Molecule-

1), VCAM-1/CD106 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1), PECAM-1/CD31 (Platelet 

Endothelial Cell Adhesion Molecule-1), P et E-Selectine (Quarmby et al., 2000; Quarmby 

et al., 1999; Quarmby et al., 1999 ; Heckmann et al., 1998; Gaugler et al., 1997; Hallahan 

et al., 1996; Hallahan et al., 1995). In vivo, il a été montré une augmentation de 

l’expression de ICAM-1 et de la E-selectine dans l’endothélium pulmonaire de souris 

irradiées au niveau du thorax (Hallahan and Virudachalam, 1997; Hallahan and 

Virudachalam, 1997). Des travaux menés au laboratoire ont montré une persistance de 

l’activation de l’endothélium dans le temps après irradiation locale de la peau, in vivo
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chez la souris. Cette activation fonctionnelle de l’endothélium est associée à une 

augmentation de l’expression de molécules d’adhésion (ICAM-1 et E-selectine) et à une 

augmentation de l’adhésion et du « rolling » des leucocytes, et participe à l’inflammation 

chronique de la peau après irradiation (Holler et al., 2009). Une autre étude a montré dans 

un modèle d’irradiation abdominale, une augmentation des expressions de ICAM-1 et 

VCAM-1, associées à une augmentation du nombre de leucocytes adhérents (Molla et al., 

2003). Cette étude suggère une implication précoce d’ICAM-1 et une implication plus 

tardive de VCAM-1 dans le recrutement des lymphocytes après irradiation : l’inhibition 

d’ICAM-1 par un anticorps anti-ICAM-1 tout comme la déficience génétique en ICAM-1 

est associé à une diminution de l’adhésion des leucocytes 24h après irradiation. A des 

temps plus tardifs (14 jours) les souris sauvages et ICAM-1-/- présentent une 

augmentation de l’expression de VCAM-1 et l’utilisation d’un anticorps neutralisant anti-

VCAM-1 diminue l’adhésion des leucocytes (alors que l’anti-ICAM-1 n’a pas d’effet). 

Ces études montrent que l’activation de l’endothélium joue un rôle clef dans le 

recrutement des cellules inflammatoires et donc dans l’inflammation radio-induite des 

tissus.  

Une autre conséquence de l’activation radio-induite de l’endothélium est l’augmentation 

de l’adhésion des plaquettes, en particulier due à l’induction de l’expression de PECAM-

1/CD31 à la surface des cellules endothéliales. Une étude a montré que l’irradiation corps 

entier chez la souris conduit à une augmentation du rolling et de l’adhésion des plaquettes 

sur l’endothélium vasculaire et augmente la présence de clous plaquettaires (Mouthon et 

al., 2003). L’endothélium acquiert ainsi un phénotype pro-adhésif, ce qui peut conduire à 

des thromboses. In vitro, sur des cultures de cellules microvasculaires humaines irradiées, 

l’utilisation d’un anticorps anti-CD31 inhibe l’adhésion et l’agrégation des plaquettes 

(Gaugler et al., 2004). Les mêmes auteurs ont montré que cette activation endothéliale et 

l’adhésion des leucocytes et des plaquettes aux cellules endothéliales peuvent être 

limitées par la pravastatine, qui inhibe la surexpression radio-induite d’ICAM-1 mais pas 

de CD31 à la surface des HMVEC-l (Gaugler et al., 2005).  

L’irradiation induit une perte de thromborésistance par une stimulation du mécanisme de 

fibrinogénèse et une diminution de la fibrinolyse. Ainsi, le système de coagulation est 

activé et va participer à la réponse de l’endothélium à l’irradiation. Les cellules 

endothéliales irradiées produisent une forte quantité de thrombine (Wang et al., 2004). En 

plus de ses propriétés pro-coagulantes, la thrombine stimule la production de matrice 

extracellulaire (Chambers et al., 1998; Howell et al., 2001), la différenciation 
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myofibroblastique (Bogatkevich et al., 2001) et la synthèse de CTGF (Chambers et al., 

2000). De plus, l’irradiation induit la diminution de l’expression de la thrombomoduline 

(TM) à la membrane des cellules endothéliales. La thrombomoduline inhibe la thrombine 

et donc diminue la production de fibrine dépendante de la thrombine. Cette diminution 

serait due à la fois à une inactivation par les espèces réactives de l’oxygène générés par 

l’irradiation, à la diminution de sa transcription, et à sa libération dans la circulation 

(Hauer-Jensen et al., 2004). Il a été montré que l’expression de la TM est diminuée chez 

les patients irradiés et dans le modèle d’entéropathie radique chez le rat (Richter et al., 

1998; Richter et al., 1997; Wang et al., 2002). 

L’irradiation induit aussi une forte augmentation de l’expression de l’inhibiteur des 

activateurs du plasminogène de type 1 (PAI-1) dans les cellules endothéliales in vitro et 

in vivo (Milliat et al., 2008). Comme nous le verrons plus loin, PAI-1, en inhibant la 

formation de plasmine, inhibe la dégradation de fibrine mais aussi (de façon indirecte) 

l’activation de certaines métalloprotéases matricielles (MMP). Par ailleurs, l’irradiation 

induit la sécrétion par les cellules endothéliales de différents facteurs pro-inflammatoires 

comme l’interleukine 6 (IL-6), l’interleukine 8 (IL-8) et le Monocyte Chemotactic 

Protein-1 (MCP-1) (Gaugler et al., 2001; Van Der Meeren et al., 1999), et pro-fibrosants, 

dont le TGF-�.   

L’activation des cellules endothéliales peut entrainer des effets paracrines sur les cellules 

avoisinantes, comme les cellules épithéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires 

(CMLV). Ainsi, il a été montré in vitro que le nombre de cellules et l’activité mitotique 

des cellules épithéliales intestinales T84 diminuent alors que l’apoptose augmente 

lorsqu’elles sont co-cultivées avec des cellules endothéliales irradiées. Ces effets sont 

amplifiés lorsque les deux types cellulaires sont irradiés, suggérant que l’effet à distance 

des cellules endothéliales s’ajoute aux effets directs de l’irradiation sur les cellules 

épithéliales (Gaugler et al., 2007). Par ailleurs, des co-cultures de cellules endothéliales 

irradiées et de CMLV ont pu montrer que les cellules endothéliales irradiées induisent 

une augmentation de la prolifération et de la migration des CMLV, et stimulent leur 

différenciation fibrogénique selon un mécanisme moléculaire dépendant de la voie  TGF-

�/Smad (Milliat et al., 2006). 
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3.3.2 Mort des cellules endothéliales 

De nombreuses études ont montré que l’irradiation induit la mort des cellules 

endothéliales in vitro et in vivo. Les cellules endothéliales microvasculaires (HMEC-1) 

irradiées à 15Gy subissent deux vagues de mort : une vague d’apoptose radio-induite 

dans les heures qui suivent l’irradiation dépendante de la signalisation induite par les 

céramides, puis une vague de mort mitotique plus tardive (Bonnaud et al., 2007). Avant 

ces travaux, une seule autre étude avait montré l’existence de la mort mitotique dans les 

cellules endothéliales : cette étude montre une potentialisation de la mort mitotique par 

l’irradiation après traitement à l’angiostatine (Hari et al., 2000). Si très peu de travaux 

décrivent la mort mitotique radio-induite des cellules endothéliales (Bonnaud et al., 2007)

de nombreuses études ont mis en évidence l’apoptose radio-induite des cellules 

endothéliales. In vitro, il a été montré que l’irradiation induit l’apoptose des cellules 

endothéliales de cultures primaires (Nubel et al., 2006) (Albert et al., 2006) ou de lignées 

de cellules endothéliales immortalisées (Bonnaud et al., 2007; Khodarev et al., 2004). In 

vivo, une étude chez la souris irradiée en corps entier, montre que l’irradiation induit 

l’apoptose dose et temps dépendante des cellules endothéliales dans le système nerveux 

central (Pena et al., 2000).  Au niveau de l’intestin, de nombreuses études ont montré une 

augmentation de l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales dans la lamina 

propria des villosités (Burdelya et al., 2008; Cho et al., 2004; Paris et al., 2001; Qiu et al., 

2008; Rotolo et al., 2008). La radiosensibilité des cellules endothéliales varie selon la 

taille des vaisseaux. Ainsi les cellules des microvaisseaux sont décrites comme plus 

radiosensibles que celles des gros vaisseaux.  

L’apoptose radio-induite des cellules endothéliales est dépendante des céramides. 

L’implication des céramides dans la mort radio-induite des cellules endothéliales a été 

très étudiée par R. Kolesnick et ses collaborateurs (Kolesnick and Fuks, 2003). Le 

céramide est un lipide, composant central de la structure des sphingolipides. Dans les 

cellules endothéliales, l’irradiation induit la production de céramides par hydrolyse de la 

sphyngomyéline (SM), un phospholipide membranaire, sous l’action des 

sphyngomyélinases (SMases) (Haimovitz-Friedman et al., 1994). Par ailleurs, 

l’irradiation peut induire la synthèse de novo de céramides, suite aux dommages à l’ADN, 

grâce à l’activation de la céramide synthase. Cependant, il semblerait que cette deuxième 

voie de génération de céramides soit dépendante de la première. (Vit and Rosselli, 2003). 

Les céramides sont des seconds messagers qui vont interférer avec diverses voies de 

signalisation (Figure 14) : elles vont modifier certaines enzymes, telles que la ceramide-
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activated protein kinase (CAPK), la PKC� ou la ceramide-activated protein phosphatase

(CAPP), qui contribuent au dysfonctionnement mitochondrial et à l’activation des 

caspases (enzymes initiatrices et effectrices de l’apoptose), ainsi qu’à la génération de 

radicaux oxygénés (Zhang et al., 1997 ; Yan and Polk, 2001; Kashiwagi et al., 2002; 

Chalfant et al., 2002). Par ailleurs, les céramides peuvent inactiver la voie de survie Akt 

(Basu et al., 1998) qui va conduire à l’activation du facteur pro-apoptotique Bad. Enfin, 

ils peuvent conduire à l’activation de la voie SAPK/JNK (stress-activated protein 

kinase/cJun N-terminal kinase), qui induit l’apoptose indépendamment de p53. Cette voie 

de signalisation active des facteurs de transcription de type AP-1 (tel que cJun) qui va 

induire la transcription de facteurs pro-apoptotiques dont le Tumor Necrosis Factor-�

(TNF-�) (Verheij et al., 1996). L’apoptose radio-induite des cellules endothéliales passe 

nécessairement par l’activation de la sphyngomyélinase acide (ASMase) et la voie des 

céramides. Il a été montré que la sensibilité de l’endothélium est liée au fait que les 

cellules endothéliales présentent des taux élevés d’ASMase au niveau de la membrane 

plasmique (Marathe et al., 1998). 

Figure 14 : Voie des céramides induite par l’irradiation. 

La signalisation apoptotique enclenchée par la voie des céramides dans les cellules 

endothéliales est encore peu connue. Cependant, elle aboutit à la fragmentation de l’ADN 

et aux modifications cellulaires classiques de l’apoptose : rétractation cellulaire, 

externalisation de la phosphatidylsérine, condensation de la chromatine, fragmentation du 
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noyau et de l’ADN et formation de corps apoptotiques. La signalisation apoptotique 

induite par les rayonnements ionisants fait vraisemblablement intervenir les facteurs pro- 

ou anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Il a été montré in vivo que Bax et Bak sont 

nécessaires à la signalisation apoptotique dans les cellules endothéliales au niveau de 

l’intestin après irradiation corps entier (Rotolo et al., 2008). Bien que généralement 

décrits comme redondants, cette étude montre que Bax et Bak semblent agir de façon 

indépendante l’un de l’autre car l’extinction d’un seul de ces deux gènes est suffisante 

pour inhiber l’apoptose radio-induite au niveau de l’endothélium. Par ailleurs, l’inhibition 

par siRNA de Mcl-1, facteur anti apoptotique mitochondrial, sensibilise les HUVECs à 

l’apoptose radio-induite (Chou et al., 2009). Il a également été montré que Bcl-2 protège 

les cellules microvasculaires de derme humaines (HDMEC) de l’apoptose radio-induite. 

Dans cette étude, la surexpression de Bcl-2 par les cellules inhibe l’activation radio-

induite de la caspase-3 (enzyme effectrice de l’apoptose). Cependant, cette cytoprotection 

ne semble pas être associée à la mitochondrie (Kumar et al., 2007). 

L’irradiation altère donc fortement les fonctions physiologiques des cellules endothéliales 

(Figure 15). Comme nous le verrons dans le chapitre suivant, ces dommages au niveau de 

l’endothélium vont participer au développement des lésions tissulaires radio-induites. 
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Figure 15 : Effets de l’irradiation sur les cellules endothéliales. 
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3.4 Rôle des dommages vasculaires dans l’apparition des lésions 

intestinales radio-induites. 

L’endothélium joue un rôle indispensable au bon fonctionnement des organes. Les 

dommages radio-induits aux vaisseaux perturbent l’homéostasie tissulaire et donc 

participent au développement des lésions radio-induites.  

Il existe aujourd’hui encore une controverse quant au rôle des cellules endothéliales dans 

l’apparition des dommages radio-induits au niveau de l’intestin. Comme décrit 

précédemment, le concept de la « cellule cible » existe depuis de nombreuses années, et 

met essentiellement en cause la cellule souche épithéliale. Cependant, aujourd’hui, de 

nombreuses études remettent en cause ce concept notamment dans le cas du SGI. La 

première étude qui a bouleversé ce concept a été publiée en 2001 par l’équipe de R. 

Kolesnick (Paris et al., 2001). Dans un modèle d’irradiation en corps entier chez la souris, 

l’étude met en évidence que l’apparition de cellules endothéliales apoptotiques dans la 

lamina propria des villosités commence 1h après irradiation de 8 à 15Gy, avec un 

maximum 4h après exposition : cet évènement précède le début de la vague de mort 

mitotique des cellules épithéliales. De plus, cette étude montre que les souris déficientes 

en sphingomyélinase acide (asmase-/-) meurent moins de SGI que les souris témoins 

(asmase+/+). La sphingomyelinase acide est nécessaire à la production de céramides 

proapoptotiques et donc à l’induction de l’apoptose des cellules endothéliales. Cette 

survie des souris asmase-/- est associée à une diminution de l’apoptose des cellules 

épithéliales dans les cryptes. A contrario, à ces doses, la déficience en p53 ne change pas 

le taux de survie des souris ko par rapport aux témoins. Par ailleurs, les auteurs ont testé 

l’effet du basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) sur la mortalité des souris après 

irradiation en corps entier. Les souris C57BL/6 ont reçu des injections de bFGF 

recombinant juste avant et après irradiation (15Gy) : le traitement diminue le taux 

d’apoptose microvasculaire mais pas l’apoptose des cellules épithéliales des cryptes. 

L’autopsie des animaux traités a montré qu’elles étaient plus susceptibles de mourir d’un 

syndrome hématopoïétique que d’un SGI. Enfin, des marquages immunohistochimiques 

ont montré que les récepteurs au FGF sont exprimés par les cellules endothéliales de la 

lamina propria et de l’adventice mais pas par les cellules épithéliales des cryptes, 

supposant que l’effet protecteur du bFGF passe spécifiquement par la protection des 

cellules endothéliales. Cette étude a donc mis en évidence le rôle déterminant de 

l’endothélium microvasculaire dans le SGI. Les auteurs soulignent que la radiosensibilité 
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des cellules endothéliales serait due à l’abondance d’ASMase présente à la membrane des 

cellules. Cette étude suggère que les dommages radio-induits aux cellules souches 

épithéliales sont la conséquence des lésions microvasculaires. En 2003, la même équipe a 

montré que la survie des cryptes après traitement au bFGF est due à l’inhibition du 

rétrécissement des cryptes et non à une augmentation de la régénération de ces cryptes 

(Maj et al., 2003).  

Depuis la parution de ces travaux dans Science en 2001, une autre étude a mis en 

évidence le rôle déterminant des lésions vasculaires dans le développement de dommages 

radio-induits tardifs au niveau du système nerveux central. Lyubimova et al ont montré 

que les dommages radio-induits à l’endothélium vasculaire après une irradiation dose 

unique de 25Gy au niveau du cerveau chez des rats induit une perte importante de 

cellules endothéliales et conduit à la nécrose du tissu. Dans cette étude, les résultats 

suggèrent que le compartiment endothélial est la cible primaire des rayons ionisants, et 

l’évènement initial du développement des lésions radio-induites au cerveau. (Lyubimova 

and Hopewell, 2004)

Un grand nombre d’études viennent appuyer cette hypothèse en mettant en évidence 

l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales et l’amélioration de la survie des 

animaux grâce à des traitements protégeant l’endothélium vasculaire. Juste avant la 

parution des travaux de Paris et al, il a été montré que le bFGF comme la déficience en 

ASMase protègent les cellules endothéliales de l’apoptose radio-induite au niveau du 

système nerveux central chez la souris après une irradiation corps entier (Pena et al., 

2000). Pour en revenir à l’intestin, en 2004 Cho et al ont montré, toujours dans un 

modèle d’irraditation à forte dose (12-15Gy) en corps entier chez la souris, qu’un variant 

de l’angiopoïétine-1 (COMP-Ang1) réduit fortement l’apoptose endothéliale au niveau 

des villosités mais n’affecte pas l’apoptose des cellules souches épithéliales et augmente 

significativement la survie des souris. Le COMP-Ang1 protège fortement et 

spécifiquement les cellules endothéliales exprimant le récepteur Tie2. (Cho et al., 2004). 

Plus récemment, Rotolo et al ont montré que la déficience génétique en Bax ou Bak, 

deux acteurs de la signalisation apoptotique, protègent les souris de la même façon 

qu’une déficience en ASMase. Les souris Bax-/- et Bak-/- ont des taux d’apoptose 

endothéliale réduits par rapport aux témoins. Dans cette étude, la déficience en Bax ou 

Bak n’affecte pas l’apoptose des cellules épithéliales. Par contre, la survie des cryptes est 

augmentée : ce résultat supporte donc l’hypothèse que l’apoptose de l’endothélium 

impacte l’apoptose dans les cryptes (Rotolo et al., 2008). Très récemment, une étude 
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récente a contredit ces travaux en montrant que l’invalidation des gènes Bax ou Bak ne 

protège pas du syndrome gastro-intestinal (Kirsch et al., 2010). Cependant, contrairement 

à l’étude de Rotolo et al, les souris n’ont pas subi de greffe de moelle osseuse, il est 

impossible de distinguer la part d’un syndrome hématopoïétique qui pourrait fortement 

aggraver le syndrome gastro-intestinal (Francois and Milliat, 2010). 

Enfin, Burdelya et al ont montré récemment qu’un agoniste du Toll-Like Receptor-5

(TLR-5) augmente la survie de souris irradiées en corps entier. Les TLR-5 sont des 

récepteurs à la flagelline, exprimés par les entérocytes, les cellules endothéliales de la 

lamina propria de l’intestin grêle, et les cellules dendritiques. La flagelline est la 

principale protéine qui constitue les flagelles des cellules procaryotes. La liaison de la 

flagelline (ou d’un analogue) au TLR-5 induit l’activation de NF�B. Les auteurs 

montrent que l’injection de l’agoniste CBLB502, polypeptide dérivé de la flagelline, 

protège les souris de la mort, après irradiation corps entier. De plus, le traitement diminue 

significativement le taux de cellules apoptotiques dans la lamina propria, dont les cellules 

endothéliales (Burdelya et al., 2008). 

Aujourd’hui, la polémique autour du concept de la cellule cible est toujours d’actualité. 

En 2006 et 2007, l’équipe de Coderre remet même en question la réalité de l’existence de 

l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales. Dans une première étude, les souris 

(BALBc) sont irradiées en corps entier, et certaines reçoivent une injection de liposomes 

contenant un isoptope radioactif du bore, le 10B, qui va déposer une dose supplémentaire 

très spécifiquement à l’endothélium. Dans ce modèle, il n’y a pas de différence du 

nombre de cryptes régénérantes ni du taux survie des souris entre le groupe irradié en 

corps entier seulement et celui qui a reçu une dose additionnelle aux vaisseaux (Schuller 

et al., 2006). En 2007, la même équipe montre qu’il n’y a pas d’apoptose radio-induite 

des cellules endothéliales dans des souris BALBc ou C57BL/6 irradiées en corps entier à 

des doses allant de 0 à 35Gy par des rayons X, � ou par des neutrons avec ou sans 

injection des liposomes 10B (Schuller et al., 2007).  

Cependant, le nombre d’études niant l’existence de la mort radio-induite des cellules 

endothéliales reste limité. Pour une grande majorité de radiobiologistes, la mort de 

l’endothélium après irradiation est un évènement important qui participe grandement à la 

pathogénèse des dommages radio-induits à l’intestin. 
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4 L’inhibiteur des activateurs du plasminogène (PAI-1). 

Récemment, il a été montré au laboratoire que PAI-1 joue un rôle important dans la 

pathogénèse des dommages radio-induits au niveau de l’intestin. Cette protéine a été 

trouvée surexprimée au niveau de l’endothélium sur des résections de rectites radiques de 

patients traités pour des adénocarcinomes du rectum (Milliat et al., 2008). Cette 

observation a été complétée par des études in vivo et in vitro qui ont montré que 

l’irradiation induit une surexpression de PAI-1 très tôt après irradiation. De plus, les 

souris déficientes en PAI-1 survivent à l’irradiation et développent moins de lésions que 

les souris sauvages. Ces observations sont d’autant plus intéressantes que PAI-1 est un 

facteur de mauvais pronostic dans de nombreux cancers. Ces effets opposés de PAI-1 au 

niveau des tumeurs (protecteur) et des tissus sains (délétère) en fait une potentielle cible 

thérapeutique très intéressante. 

4.1 Généralités 

PAI-1 est une glycoprotéine d’environ 50kDa de la famille des serine protease inhibitors

(SERPINs). La famille des SERPINs regroupe des protéines de structures similaires. 

Elles ont initialement été identifiées comme étant des inhibiteurs de protéases, en 

particulier de sérine-protéases. Les premières qui ont été étudiées sont les protéines 

plasmatiques humaines antithrombine et antitrypsine. Depuis, plus de 1000 SERPINs ont 

été identifiées, dont 36 chez l’Homme. La plupart d’entre elles contrôlent des cascades 

protéolytiques, mais certaines n’ont pas la fonction d’inhibiteur : certaines peuvent 

assurer le transport d’hormones comme la thyroxine-binding globulin, d’autres sont des 

suppresseurs de tumeurs comme la maspin. Les deux tiers des SERPINs humaines 

exercent leur fonction dans le milieu extracellulaire. Par exemple, certaines régulent les 

cascades protéolytiques lors de la formation de clous plaquettaires (antithrombine), la 

réponse inflammatoire (antitrypsine, antichymotrypsine, C1 inhibitor) ou encore la 

fibrinolyse et le remodelage matriciel (PAI-1). Le mode d’action des SERPINs est 

particulier du fait qu’il ne correspond pas à l’inhibition classique enzymatique selon le 

schéma lock and key. Les SERPINs inhibitrices forment un complexe covalent avec leur 

protéase cible. La protéase reconnaît la boucle inhibitrice de la SERPIN comme un 

substrat et la clive. La SERPIN subit ensuite un changement conformationnel appelé 

« stressed to relaxed (S to R) transition ». Pendant cette transition, la boucle inhibitrice 
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de la SERPIN est insérée dans un feuillet Béta. Ce changement conformationnel est 

nécessaire à l’activité inhibitrice des SERPINs. Un complexe SERPIN/enzyme est ainsi 

formé de manière irréversible. Certaines SERPINs subissent ce changement 

conformationnel de façon spontanée. C’est le cas de PAI-1, qui est sécrété sous forme 

active et en l’absence de vitronectine (VN), son cofacteur présent dans le plasma et le 

tissu conjonctif, s’inactive sous sa forme latente, incapable d’inhiber les protéases (Figure 

16) (Lindahl et al., 1989). Ce mécanisme d’auto-inactivation représente un mécanisme de 

contrôle pour PAI-1.  

Figure 16 : Structure 3D de PAI-1. 

Conformations native et latente de PAI-1 (à gauche). La SERPIN a besoin de lier son cofacteur, la 

vitronectine, pour conserver sa forme active (à droite). 

Chez l’Homme, les complexes SERPIN/enzyme sont rapidement éliminés. Chez les 

mammifères d’une manière générale, l’élimination de ces complexes se fait via le 

récepteur LRP (Low-density receptor-related protein) qui lie les complexes formés par 

PAI-1, l’antithrombine, ou encore la neuroserpine, causant leur internalisation (Cao et al., 

2006; Jensen et al., 2009). Quand PAI-1 interagit avec le complexe uPA/uPAR, LRP se 

lie au complexe via PAI-1 et induit l’endocytose du complexe ainsi formé. PAI-1 et uPA 

seront dégradés et les récepteurs recyclés. 

Parmi les SERPINs, quatre inhibiteurs du plasminogène ont été identifiés : PAI-1, PAI-2, 

PAI-3 et la protéase nexine (PN-1). PAI-1 est le principal inhibiteur de l’activation du 

plasminogène dans le sang, et est responsable de 60% de l’inhibition de l’activité d’uPA 

et tPA. PAI-1 inhibe uPA et tPA alors que PAI-2 inhibe seulement tPA. PN-1 inhibe à la 

fois uPA, la thrombine et la plasmine. La fonction de PAI-3 dans la fibrinolyse est encore 

mal connue aujourd’hui. PAI-1 est synthétisé par les cellules endothéliales, les plaquettes, 
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et d’autres cellules mésenchymateuses entourant la vascularisation. La forme active libre 

circulante est relativement instable, avec une demi-vie de 1 à 2h. Le complexe PAI-1/VN 

a une demi-vie augmentée à 4-6h. On retrouve aussi PAI-1 dans la matrice 

extracellulaire, lié à la vitronectine (VN). Alors que PAI-1 est très peu exprimé en 

conditions physiologiques, sa synthèse peut être stimulée dans certaines conditions 

pathologiques dans différents types cellulaires. Sa fonction majeure est de s’opposer au 

système fibrinolytique en inhibant les activateurs du plasminogène. PAI-1 joue donc un 

rôle majeur dans l’homéostasie vasculaire en participant au contrôle de la coagulation 

intravasculaire et au remodelage matriciel. Il a également été montré un rôle dans 

l’adhésion et la migration cellulaire (Czekay and Loskutoff, 2004) et l’angiogénèse. PAI-

1 est impliqué dans de nombreuses pathologies vasculaires comme la thrombose, 

l’hyperplasie néointimale ou l’athérosclérose ainsi que dans la progression tumorale, la 

dissémination métastatique, le syndrome métabolique et la fibrose (Lijnen, 2005). 

4.2 Régulation transcriptionnelle 

Du fait que l’expression de PAI-1 peut être induite dans différents types cellulaires et de 

ses rôles biologiques, son expression est contrôlée par des signaux très variés, comme les 

hormones stéroïdes et peptidiques, des cytokines ou des stress mécaniques ou 

environnementaux. Parmi ces signaux, les plus étudiés sont le Transforming Growth 

Factor-beta (TGF-�), l’hypoxie et l’insuline. Le TGF- � agit sur la plupart des cellules en 

contrôlant la prolifération, la différenciation et l’apoptose. Il interagit et active des 

récepteurs serine/thréonine kinase (hétérodimères de récepteurs de type I et II). Les 

récepteurs activés phosphorylent les molécules Smad2 ou Smad3 qui se lient à Smad4. 

Ce complexe entre dans le noyau et active la transcription de divers gènes. PAI-1 est un 

des gènes cible prépondérant de la signalisation du TGF- �. Des éléments de réponse aux 

Smads ont été identifiés dans le promoteur de PAI-1 et décrits comme essentiels et 

suffisants à l’activation de la transcription  de PAI-1 dépendante du TGF- � (Dennler et 

al., 1998) (Figure 17). On retrouve dans le promoteur de PAI-1, d’autres éléments de 

réponse en particulier à p53, à l’Hypoxia Inducible transcription Factor-1 (HIF) et au 

Nuclear Factor kappa B (NF�B). L’élément de réponse à p53 a été identifié en 1995 

(Kunz et al., 1995) et il a été montré dans une lignée de fibroblastes murins qu’un agent 

génotoxique induit la transcription de PAI-1 de façon dépendante à p53 dans une lignée 

de fibroblastes murins (Parra et al., 2001). Par ailleurs l’expression de PAI-1 peut être 
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induite dans des conditions d’hypoxie. Fink et al ont identifié un élément de réponse au 

facteur de transcription HIF-1 dans le promoteur de PAI-1. Cet élément de réponse est 

nécessaire et suffisant à la transcription de PAI-1 dans les cellules de carcinome 

hépatocellulaire HepG2 en condition hypoxique (Fink et al., 2002). Enfin, il a été montré 

l’existence d’un polymorphisme dans le promoteur de PAI-1 au niveau de l’élément de 

réponse à NF�B : une insertion (5G) ou une délétion (4G) d’une guanine en position -675 

(Dawson et al., 1993). L’étude montre que dans un échantillon de 107 patients ayant eu 

un infarctus du myocarde comparé à une population de 95 individus sains, la délétion est 

associée à une augmentation de 21% du taux de PAI-1. Le polymorphisme 4G est associé 

à une activité plasmatique accrue de PAI-1. La prévalence de l’allèle 4G est 

significativement plus importante chez les patients ayant subi un infarctus du myocarde 

avant l’âge de 45 ans comparé à une population témoin (Dawson et al., 1993; Eriksson et 

al., 1995). De plus, cette étude montre que l’augmentation spécifique de l’activité de PAI-

1 est liée à une liaison différentielle des facteurs de transcription : le 4G lie le facteur  de 

transcription activateur (qui sera plus tard identifié comme étant NF�B), alors que le 5G 

est en plus capable de lier un répresseur, non identifié dans l’étude en question (Eriksson 

et al., 1995). Plus récemment, il a été montré in vitro que l’expression de PAI-1 induite 

par le TNF-� dans les HUVECs, se fait via l’interaction de NF�B avec ce site de 

polymorphisme (Swiatkowska et al., 2005). 

Figure 17 : Promoteur humain de PAI-1 

4.3 Rôles de PAI-1 dans les processus physiologiques 

4.3.1 PAI-1 et Fibrinolyse  

Le processus d’hémostase vise à arrêter les hémorragies et empêcher les thromboses. 

Trois mécanismes sont initiés simultanément :  

� L’hémostase primaire ferme la brèche par un clou plaquettaire (thrombus blanc : 

plaquettes et leucocytes), 
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� La coagulation consolide le thrombus en formant un réseau de fibrine,  

� La fibrinolyse, processus limitant, permet la destruction des caillots ou limite leur 

extension. 

L’hémostase primaire est immédiatement déclenchée après lésion vasculaire. Sont 

impliqués : les cellules endothéliales et les plaquettes et au moins deux protéines 

plasmatiques, le facteur Willebrand (vWf) et le fibrinogène. La première réaction est une 

vasoconstriction localisée qui peut soit arrêter l’hémorragie, soit diminuer le flux 

sanguin. Les plaquettes, dès leur sortie du vaisseau, adhèrent à la matrice extracellulaire 

sous endothéliale mise à nu. Cette adhésion s’effectue par l’intermédiaire de la 

glycoprotéine Ib (GPIb) via le facteur Willebrand. Une première couche monocellulaire 

se constitue, les plaquettes adhérentes s’activent et sécrètent des composés proagrégants 

comme l’ADP, ce qui va entraîner le recrutement et l’activation d’autres plaquettes 

circulantes : c’est l’agrégation plaquettaire. Les plaquettes s’agrègent entre elles par 

l’intermédiaire des molécules de fibrinogène. Cette étape devient rapidement irréversible 

sous l’action de la thrombine générée par le mécanisme de coagulation déclenché très 

rapidement après la lésion du vaisseau. Parallèlement à l’hémostase primaire, la 

coagulation va permettre la consolidation du clou plaquettaire obtenu, celui-ci étant 

insuffisant pour assurer une hémostase complète. L’étape finale de la coagulation est la 

transformation du fibrinogène en fibrine, sous l’action de la thrombine. La coagulation 

est composée d’une cascade de réactions enzymatiques. On distingue classiquement deux 

voies d’activation de la thrombine :  

� la voie intrinsèque, impliquant exclusivement des substances d’origine sanguine et qui 

s’active au contact d’une substance étrangère 

� la voie extrinsèque qui fait intervenir des facteurs tissulaires. 

Ces deux voies aboutissent à la formation de thrombine, qui va permettre la 

transformation du fibrinogène plasmatique soluble en fibrine insoluble. La 

polymérisation de la fibrine permet la constitution d’une matrice où sont piégés 

plaquettes et globules rouges (thrombus rouge). Ce mécanisme permet l’arrêt définitif du 

saignement. Après la cicatrisation de la plaie vasculaire, le caillot est dissout par le 

mécanisme de fibrinolyse. 

La fibrinolyse est le troisième temps de l’hémostase (Figure 18). Elle tend à empêcher 

l’installation et l’extension du caillot en détruisant les polymères de fibrine (Cesarman-

Maus and Hajjar, 2005). Elle fait intervenir une substance circulant dans le plasma sous 

forme inactive : le plasminogène, synthétisé par le foie. Sous l’action des activateurs du 
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plasminogène, urokinase-like Plasminogen Activator (uPA) et tissue-type Plasminogen 

Activator  (tPA) le plasminogène est transformé en plasmine, enzyme protéolytique très 

puissante capable de dégrader le caillot de fibrine. Le système fibrinolytique est régulé 

par deux types d’inhibiteurs : les inhibiteurs de la plasmine comme l’�2-antiplasmine et 

les inhibiteurs des activateurs du plasminogène tels que PAI-1, PAI-2 et PAI-3. PAI-1 est 

considéré comme l’inhibiteur le plus rapide et spécifique de uPA et tPA. Il est capable de 

se lier à uPA et tPA en formant un complexe stœchiométrique stable de rapport 1:1 qui 

est alors éliminé de la circulation par le foie. 

Figure 18 : Rôle de PAI-1 dans la fibrinolyse. 

FDP’s = produits de dégradation de la fibrine. 

4.3.2 PAI-1 et remodelage matriciel. 

Le système fibrinolytique n’est pas seulement responsable de la dégradation de la fibrine 

dans la vascularisation. Il joue aussi un rôle dans le remodelage matriciel, en interagissant 

avec d’autres systèmes protéolytiques, notamment celui des métalloprotéases matricielles 

(MMP). Les MMP sont des enzymes capables de dégrader la plupart des composants de 

la matrice extracellulaire (Newby, 2005). Elles sont sécrétées sous forme de zymogènes 

inactifs (ou pro-MMP) qui sont activés dans le milieu extracellulaire par différentes 

protéases. La plasmine étant capable d’activer la plupart des MMPs (MMP1, 3, 9, 10, 

12), PAI-1 est donc un inhibiteur indirect de la dégradation matricielle par les MMPs 

(Figure 19). De plus, la plasmine est capable de dégrader différentes protéines 

matricielles comme la fibronectine, la laminine ou le collagène IV. Elle est aussi capable 

d’inhiber les inhibiteurs des MMPs, les TIMPs (Tissue Inhibitor of Metalloproteases). En 
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conséquence, PAI-1 joue un rôle pivot entre le système fibrinolytique et le système des 

MMPs. 

Figure 19 : Rôle de PAI-1 dans le remodelage matriciel. 

4.3.3 PAI-1 et Angiogénèse 

L’angiogénèse est définie comme étant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à 

partir de vaisseaux préexistants. Ce phénomène intervient en conditions physiologiques 

lors de la cicatrisation par exemple, mais il a été décrit comme très important dans la 

progression tumorale et la formation de métastases. En effet, la vascularisation des 

tumeurs permet leur perfusion et leur oxygénation ainsi que la circulation des cellules 

tumorales métastatiques. Comme décrit plus loin dans ce rapport, de nombreuses études 

ont montré que PAI-1 est un marqueur de mauvais pronostic de certains cancers. Il 

paraîtrait pourtant logique que PAI-1, de par sa capacité à inhiber (indirectement) la 

protéolyse matricielle, puisse inhiber l’angiogénèse et la croissance tumorale. En fait, le 

rôle de PAI-1 dans l’angiogenèse est controversé : la protéine a été décrite comme pro-

angiogénique (Bajou et al., 1998; Devy et al., 2002; Gutierrez et al., 2000; Lambert et al., 

2001; Romer et al., 2005), anti-angiogénique (Soff et al., 1995; Stefansson et al., 2001; 

Swiercz et al., 2001) ou comme n’ayant aucun effet sur ce mécanisme (Eitzman et al., 

1996). Ces observations sont dépendantes des conditions expérimentales, du stade de 

progression du cancer, et de l’origine des cellules. De plus, il a été montré que l’effet 

angiogénique de PAI-1 est dose dépendant (Devy et al., 2002; Lambert et al., 2003). 

Dans ces études, des concentrations physiologiques de PAI-1 favorisent l’angiogenèse de 

par son activité anti-protéolytique, alors que des doses plus élevées se révèlent anti-

angiogénique. (Devy et al., 2002).  
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4.3.4 PAI-1 et Migration cellulaire 

Le rôle de PAI-1 dans la migration cellulaire semble controversé. La migration cellulaire 

nécessite la protéolyse péricellulaire. Les cellules utilisent plusieurs types de récepteurs 

pour adhérer à la matrice extracellulaire tels que les intégrines ou encore le récepteur 

membranaire à l’urokinase, uPAR, capable de se lier à la vitronectine (VN). La migration 

se fait par un mouvement de traction nécessitant l’adhésion par les intégrines au niveau 

de la partie antérieure de la cellule et le détachement au niveau de la partie postérieure. 

L’intégrine �v�3 se lie à la vitronectine (VN). PAI-1, en se liant à la VN,  inhibe 

l’interaction de l’intégrine �v�3 et donc le mouvement de traction et la migration des 

cellules musculaire lisses in vitro (Stefansson and Lawrence, 1996). Par ailleurs, la 

fixation de uPA sur son récepteur uPAR, favorise l’activation de la plasmine (et donc 

l’activité protéolytique) au niveau de la membrane cellulaire. L’inhibition d’uPA par 

PAI-1 diminue donc cette protéolyse de la matrice extracellulaire et l’espace disponible 

pour la migration (Carmeliet et al., 1997). De plus, Carmeliet et al ont montré que PAI-1 

inhibe la migration des cellules musculaires lisses artérielles après une lésion pariétale. 

Cependant, de nombreuses études ont mis en évidence un rôle pro-migratoire de PAI-1. Il 

est connu que PAI-1 est un facteur favorisant la dissémination métastatique dans le 

cancer du sein (Tuck et al., 1999). Le récepteur uPAR est capable de se lier à la VN ; il 

participe donc à l’adhésion de la cellule à la matrice extracellulaire. Or PAI-1 est le 

ligand naturel de la VN. Il existe donc une compétition entre les deux protéines (pour le 

même site d’interaction), et la présence de PAI-1, inhibant la fixation de uPAR à la VN, 

favoriserait le détachement des cellules (Deng et al., 1996). Il a par ailleurs été montré 

que PAI-1 a un effet pro-migratoire sur des cellules de cancer de sein. Des tests de 

migration sur des surfaces coatées ou non avec PAI-1 ont montré qu’une matrice riche en 

PAI-1 accélère la migration des cellules tumorales (Chazaud et al., 2002). Les cellules 

tumorales se serviraient du complexe uPAR/uPA/PAI-1/LRP pour migrer. Par ailleurs, il 

a été montré que PAI-1 peut stimuler la migration des CML vasculaires dans certaines 

circonstances. Une étude montre que la migration des CML vasculaires humaines sur un 

support de vitronectine est dépendante des intégrines �v�3. L’addition de PAI-1 exogène 

augmente le chimiotactisme induit par le PDGF, dans un test in vitro de 

chimiotactisme/migration. Dans cette étude, PAI-1 semble inhiber l’intégrité de 

l’adhésion des CML à la vitronectine (Tanaka et al., 2002).  

Le rôle de PAI-1 dans la migration est donc complexe et semble dépendre de multiples 

paramètres. Ces fonctions contradictoires en font un objet d’étude intéressant dans le but 
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de mettre au point des traitements à effets différentiels selon les pathologies à traiter 

(dans notre cas, des effets délétères sur la tumeur et bénéfiques sur les tissus sains). 

4.3.5  PAI-1 et Apoptose. 

Généralités. 

L’apoptose est un processus physiologique qui permet aux organismes multicellulaires de 

maintenir l’homéostasie tissulaire et éliminer les cellules dysfonctionnelles ou 

surnuméraires. Une dérégulation de l’apoptose est observée dans de nombreuses 

pathologies comme les maladies neurodégénératives où l’apoptose est exacerbée, ou bien 

dans le cancer, où les cellules tumorales résistent aux stimuli apoptotiques. Cette forme 

de mort cellulaire peut-être induite par de nombreux stimuli différents incluant 

l’activation de récepteurs à la surface de la cellule (récepteurs de mort : TNF-R1, Fas, 

TRAIL-R1/R2), l’irradiation ou encore une perte des facteurs de survie. Même si 

l’induction de l’apoptose peut être d’origine très différente, les cascades de signalisation 

aboutissant à la mort cellulaire par apoptose convergent la plupart du temps vers une voie 

commune caractérisée par l’activation d’enzymes de la famille des cystéines protéases : 

les caspases. La signalisation apoptotique est finement régulée par une balance entre 

signaux de survie et signaux de mort, qui déterminera le devenir de la cellule. 

Généralement, la survie de la cellule est due aux signaux de survie (facteurs de 

croissance) constamment relargués par les cellules voisines (effet paracrine) et/ou par 

ceux induits par l’attachement à la matrice extracellulaire. La perte d’adhésion à la 

matrice entraine une perte d’activation des voies de survies médiées par les intégrines, 

notamment la voie PI3K-Akt. Le mécanisme apoptotique enclenché porte le nom 

d’anoïkis (apoptose induite par le détachement).  

L’apoptose des cellules vasculaires est un processus important qui intervient dans le 

remodelage vasculaire en condition physiologique ou physiopathologique. La mort 

programmée joue un rôle déterminant dans la progression tumorale ainsi que dans la 

formation des plaques d’athérosclérose par exemple. Les composants du système 

d’activation du plasminogène jouent un rôle important dans ces processus en facilitant le 

remodelage de la matrice extracellulaire. Dans ce système, PAI-1 a été largement décrit 

comme facteur de régulation de la prolifération, l’adhésion, et la migration cellulaire. La 

capacité de PAI-1 à réguler la prolifération et la migration cellulaire a été attribuée à ses 

capacités à contrôler la production de plasmine, à influencer des voies de signalisation et 
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aussi à se lier à la vitronectine et à la lipoprotein receptor-related protein (LRP). 

Cependant, les mécanismes selon lesquels PAI-1 est capable de réguler les voies 

apoptotiques sont encore mal connus et les données à ce sujet sont assez paradoxales. 

L’apoptose peut être induite par divers facteurs, incluant la perte d’adhésion et le 

détachement cellulaire (anoïkis). PAI-1 peut visiblement influencer l’apoptose selon 

différents mécanismes.  

PAI-1, anti-apoptotique. 

Une étude a montré que PAI-1 peut inhiber la mort cellulaire dans les lignées de cellules 

humaines HL-60 (leucémiques) et PC-3 (carcinome prostatique) : l’addition de PAI-1 

recombinant protège les cellules de l’apoptose induite par un composé chimique (Kwaan 

et al., 2000). Dans cette même étude, l’ajout d’un anticorps neutralisant anti-PAI-1 

réverse l’effet du recombinant sur la lignée HL-60. Cet anticorps induit un changement 

de conformation de PAI-1, empêchant l’interaction avec uPA (et donc son inhibition). 

Ces résultats indiquent donc que PAI-1 sous sa forme active peut inhiber la mort 

cellulaire. L’effet pro-survie de PAI-1 a également été montré dans des lignées de 

fibroblastes murins sauvages et déficients en PAI-1 par l’équipe de Lademann 

(Lademann et al., 2005; Romer et al., 2005; Romer et al., 2008). Les auteurs ont ainsi 

montré que la transformation spontanée des fibroblastes induit une diminution de la 

sensibilité des cellules sauvages à l’apoptose induite par un composé chimique, 

l’étoposide, mais aucune différence n’est observée sur les cellules déficientes en PAI-1. 

Ce résultat suggère que PAI-1 a un effet différent dans les cellules cancéreuses et les 

cellules normales. De plus, en comparant les taux d’apoptose induits par le TNF-� et 

différentes agents chimiothérapiques, ces précédentes études ont montré que les lignées 

exprimant PAI-1 sont significativement moins sensibles à ces inducteurs d’apoptose que 

les cellules déficientes en PAI-1. Enfin, en injectant ces cellules à des souris nudes, les 

mêmes auteurs ont montré que les fibrosarcomes sauvages progressent plus vite que ceux 

n’exprimant pas PAI-1. La progression tumorale ne dépend ici que du génotype de la 

lignée cellulaire, et pas de ceux des souris receveuses. Ce résultat suggère que seul le 

pool de PAI-1 synthétisé par les cellules cancéreuses joue un rôle protecteur (Romer et 

al., 2008). Par ailleurs, une étude récente montre que PAI-1 protège les cellules 

endothéliales de l’apoptose induite par Fas-L dans un contexte tumoral (Bajou et al., 

2008). Des neuroblastomes humains implantés à des souris PAI-1-/- forment des petites 

tumeurs très peu vascularisées contenant de nombreuses cellules endothéliales 
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apoptotiques. Les auteurs ont également observé que l’invalidation de PAI-1 par ARN 

interférence dans des cellules endothéliales microvasculaires de cerveau augmente 

l’activité de la plasmine et l’apoptose spontanée in vitro. Dans ce modèle, la plasmine 

clive Fas-L, libérant une forme soluble du ligand proapoptotique. PAI-1, en inhibant la 

formation de plasmine, inhibe donc l’apoptose induite par Fas.  

PAI-1 peut limiter le détachement cellulaire et par conséquent l’apoptose en inhibant la 

formation de plasmine (Meilhac et al., 2003). En effet, il a été montré que la plasmine 

peut induire l’apoptose (Davis et al., 2003; Flavin et al., 2000; Reijerkerk et al., 2003; 

Tonner et al., 2000; Zhang et al., 2003) et donc l’inhibition de formation de plasmine 

peut diminuer l’apoptose. Par exemple, une étude a montré que les CMLV de souris PAI-

1-/- sont plus sensibles à l’apoptose que celles des souris sauvages. Dans des 

expérimentations ex-vivo, les auteurs montrent que l’incubation de média d’aorte de 

souris PAI-1-/- avec du plasminogène induit la formation de plasmine et l’apoptose des 

CMLV. En absence de plasminogène, aucune différence n’est observée, et une corellation 

positive peut être établie entre l’augmentation du taux de mort cellulaire et la génération 

de plasmine (Rossignol et al., 2006). De plus, il a été montré que l’activation du 

plasminogène favorise l’apoptose des fibroblastes (Horowitz et al., 2008). Par ailleurs, 

PAI-1 a un effet anti-apoptotique et neurotrophique dans le système nerveux (Soeda et 

al., 2008). L’activité antiprotéolytique de PAI-1 inhibe la mort neuronale induite par tPA. 

La déficience en PAI-1 réduit l’expression des facteurs anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL, 

mais induit l’expression des facteurs pro-apoptotiques Bcl-xs et Bax, le relargage du 

cytochrome c, l’activation de la caspase-3 et la fragmentation de l’ADN dans la lignée de 

cellules PC-12 (cellules neuronales tumorales de phéochromocytome de rat) (Soeda et al., 

2001). 

PAI-1 pourrait inhiber la caspase-3, une cystéine-protéase effectrice de l’apoptose. Une 

étude a montré une inhibition directe de l’activité de la caspase-3 in vitro, qui serait due 

au site actif de PAI-1 (Chen et al., 2004). 

PAI-1, pro-apoptotique. 

En inhibant l’adhésion cellulaire médiée par la vitronectine, PAI-1 peut influencer 

l’apoptose. PAI-1 se lie à la vitronectine  à la surface de la cellule, ce qui limite 

l’adhésion cellulaire (Lindstedt et al., 2004). Dans cette étude, l’induction de l’apoptose 

corrèle fortement avec l’effet anti-adhésif de PAI-1 dans les HUVECs et les CML 

vasculaires. En se liant à la vitronectine PAI-1 peut empêcher son interaction avec les 
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intégrines et donc favoriser la perte d’adhésion (Czekay et al., 2003). De plus, des 

marquages immunohistochimiques sur des coupes de vaisseaux athérosclérotiques 

montrent une colocalisation de PAI-1, de la vitronectine et des cellules apoptotiques (Al-

Fakhri et al., 2003). PAI-1 favoriserait donc ainsi l’apoptose par anoïkis.  

L’équipe de Ploplis a montré en 2004 que les cellules endothéliales isolées à partir 

d’aorte de souris déficientes en PAI-1 prolifèrent plus vite que les cellules de souris 

sauvages (Ploplis et al., 2004). Cette différence est due à une activation soutenue de la 

voie de signalisation PI3K-Akt dans les cellules endothéliales koPAI-1, notamment à 

cause de l’inactivation du gène suppresseur de tumeur PTEN, rendant les cellules 

endothéliales PAI-1 -/- résistantes à l’apoptose (Balsara et al., 2006). Une autre étude a 

montré que PAI-1 inhibe la progression tumorale en induisant l’apoptose de la 

néovascularisation tumorale. Les auteurs ont greffé des cellules de carcinome prostatique 

(PC-3) transfectées avec un vecteur d’expression inductible (TO-PAI-1) à des souris 

nudes. Ils montrent que l’induction de l’expression de PAI-1 par les cellules tumorales 

diminue significativement la croissance de la tumeur en induisant l’apoptose des cellules 

endothéliales. In vitro, ils retrouvent le même effet proapoptotique de PAI-1 dans un 

modèle de co-culture de cellules microvasculaires humaines (HMEC-1) avec les cellules 

PC-3 TO-PAI-1 (Chen et al., 2008). 

Ces études montrent que PAI-1 peut être pro ou anti-apoptotique, selon le type cellulaire 

et les conditions expérimentales. Quelques hypothèses de mécanismes ont été suggérées 

et sont résumées dans la figure 20. Les observations apparemment contradictoires 

soulignent la complexité du rôle de PAI-1 et suggèrent que la SERPINE pourrait 

contribuer aux fonctions biologiques spécifiques de types cellulaires, particulièrement 

dans les mécanismes de prolifération et apoptose.  



Introduction : PAI-1. 

75

���$
+

��������

	�
����

���

��
�������

����,����������

���������

��������

#
����-�-����1�� +����-�-����1��

����,��

���$
+

���$
+

����������������

	�
����

���	�
����

���

��
���������
�������

����,������,������������������

���������

��������

������������������

����������������

#
����-�-����1��#
����-�-����1�� +����-�-����1��+����-�-����1��

����,������,��

Figure 20 : Le rôle de PAI-1 dans l’apoptose, hypothèses. 

4.4 PAI-1 et pathologies. 

Comme nous venons de le voir, PAI-1 est impliqué dans de multiples mécanismes. 

Cependant, le taux basal de PAI-1 dans un organisme sain est relativement faible. 

L’expression de PAI-1 est très souvent induite en conditions pathologiques. Cette 

protéine est donc majoritairement impliquée dans des processus pathologiques qui seront 

décrit dans ce chapitre.   

4.4.1 Pathologies vasculaires. 

Chez l’homme, un taux plasmatique élevé de PAI-1 est positivement corrélé au risque de 

développer des maladies cardiovasculaires comme la sclérose vasculaire, la thrombose, la 

resténose, l’infarctus du myocarde et l’athérosclérose (Hamsten et al., 1987; Juhan-Vague 

et al., 1996; Kohler and Grant, 2000). Il existe aussi une corrélation entre le taux 

plasmatique de PAI-1 et le syndrome métabolique : plus le taux de PAI-1 est élevé, plus 

le syndrome est sévère (Alessi and Juhan-Vague, 2006). Il a été montré que la mort des 

patients est associée à de forts taux plasmatiques de PAI-1 dans les 24h qui suivent un 

infarctus du myocarde. Cette augmentation est aussi un puissant marqueur prédictif de 

mortalité dans les 30 jours qui suivent l’infarctus (Collet et al., 2003). 

PAI-1 et thrombose vasculaire. 

La thrombose vasculaire se manifeste communément par un infarctus du myocarde, un 

accident vasculaire cérébral (AVC) et la thrombose veineuse. L’infarctus du myocarde ou 

l’AVC surviennent quand la thrombose conduit à l’occlusion d’une artère majeure 

amenant le sang au cœur ou au cerveau. Ces complications artérielles sont le plus souvent 
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la conséquence d’une athérosclérose préexistante. La thrombose veineuse est une autre 

complication commune de la thrombose occlusive et est associée à une morbidité et une 

mortalité importantes. Les facteurs conduisant à la formation de thrombus veineux sont 

pour la plupart différents de ceux conduisant à la thrombose artérielle, mais certains 

semblent être communs aux deux processus (Ye et al., 2006 ; Voetsch and Loscalzo, 

2004). La thrombose est une pathologie complexe qui implique de multiples facteurs 

génétiques ou environnementaux. Le système d’activation du plasminogène est essentiel 

dans la dissolution des thrombi et par son action anti-fibrinolytique, PAI-1 joue un rôle 

clef dans le phénomène thrombotique. Le rôle de PAI-1 dans l’hémostase et la fibrinolyse 

a été très étudié sur des modèles murins. Carmeliet et al ont montré que les souris 

déficientes en PAI-1 ne présentent pas de tendance accrue à l’hémorragie même après 

traumatisme. Cependant, la déficience en PAI-1 est associée à une meilleure lyse des 

clous plaquettaires in vitro et in vivo et les souris PAI-1-/- développent significativement 

moins de thrombi veineux que les souris témoins après injection locale d’endotoxine 

(Carmeliet et al., 1993). Plus tard, le même groupe a montré que la thrombose induite par 

injection de chlorure de fer est réduite chez les souris PAI-1-/- comparées aux souris 

sauvages (Farrehi et al., 1998). Grâce à l’utilisation de ces souris transgéniques, plusieurs 

études ont confirmé le rôle essentiel de PAI-1 dans la thrombose vasculaire, notamment 

en association avec la vitronectine (Eitzman et al., 2000; Konstantinides et al., 2001). En 

effet, l’étude de Konstantinides et al montre que les deux protéines associées stabilisent le 

thrombus, en inhibant la fibrinolyse et en empêchant son embolie. Les effets d’une 

surexpression de PAI-1 sur la thrombose spontanée chez la souris ont également été 

étudiés. Erickson et al ont montré que les souris surexprimant le PAI-1 humain sous le 

contrôle du promoteur murin de la métallothioneine (inductible par les métaux ou les 

glucocorticoïdes) développent plus de thrombose veineuse que les souris sauvages 

(Erickson et al., 1990). De même, les souris surexprimant de manière stable le gène 

humain de PAI-1 sous le contrôle du promoteur murin de la préproendothéline-1 

développent spontanément des thromboses artérielles coronaires en vieillissant, même en 

l’absence d’hyperlipidémie ou d’athérosclérose sous-jacente (Eren et al., 2002). Brogren 

et al ont montré que les plaquettes synthétisent des quantités importantes de PAI-1 actif 

(Brogren et al., 2004), ce qui pourrait contribuer à la stabilisation du caillot sanguin.  

Toutes ces études ont conduit à un consensus général selon lequel la réduction des taux 

de PAI-1 conduit à une réduction de la stabilité, de la persistance et de la formation de 

thrombi occlusifs, et que la surexpression de PAI-1 favorise la thrombose. 
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PAI-1 et athérosclérose. 

L'athérosclérose est un processus pathologique qui conduit à l'épaississement de la paroi 

des artères. Le dépôt de cholestérol dans la paroi artérielle déclenche des phénomènes 

complexes qui aboutissent à la formation des plaques d'athérome. Ces plaques formées de 

cholestérol, de protéines et de diverses cellules, peuvent progressivement réduire la 

lumière de l'artère et provoquer un accident vasculaire. Des augmentations localisées de 

PAI-1 au niveau des plaques d’athérome ont été décrites chez l’homme (Schneiderman et 

al., 1992 ; Chomiki et al., 1994) ainsi que dans la paroi artérielle de patients diabétiques 

(Sobel et al., 1998 ; Pandolfi et al., 2001). Le croisement de souris ApoE-/-, qui 

développent spontanément de l’athérosclérose avec des souris PAI-1-/- a permis de 

montrer que PAI-1 promeut l’hyperplasie néointimale après lésion vasculaire induite par 

une injection de chlorure de fer : les souris double KO présentent un phénotype pro-

thrombotique et des hyperplasies néointimales moins sévères que les souris ApoE-/-PAI-

1+/+ (Schafer et al., 2003; Zhu et al., 2001). Cependant des résultats contradictoires ont été 

publiés sur le sujet. Sjöland et al ont étudié la contribution de PAI-1 à la progression de la 

maladie dans deux modèles murins d’athérosclérose : les souris ApoE-/- et LDLr-/-. Ces 

souris ont été croisées avec des souris déficientes en PAI-1 (PAI-/-) ou surexprimant 

PAI-1 (PAI-1 Tg+). Les animaux ont ensuite été soumis à un régime athérogène. Les 

lésions d’athérosclérose ont été mesurées chez ces animaux et les auteurs n’ont noté 

aucune différence significative dans la taille ou l’histologie des lésions entre le génotype 

PAI-/-, PAI-1 Tg+ ou sauvage dans les deux fonds génétiques ApoE-/- ou LDLr-/-. Ces 

résultats suggèrent que la modification d’expression de PAI-1 n’altère pas 

significativement la progression des lésions athérosclérotiques (Sjoland et al., 2000). Une 

autre étude montre qu’une déficience en PAI-1 chez les souris Apo-E-/- favorise la 

progression de plaques d’athérosclérose à des stades avancés, due à un dépôt de matrice 

extracellulaire plus important, suggérant un rôle athéroprotecteur de PAI-1 (Luttun et al., 

2002). Le même groupe a montré plus tôt que suite à une lésion vasculaire (électrique ou 

mécanique), les souris PAI-1-/- présentent une cicatrisation vasculaire accélérée. Cette 

étude montre que, dans ces modèles, PAI-1 inhibe la cicatrisation vasculaire et la 

formation d’hyperplasies néointimales en inhibant la migration cellulaire, notamment 

celle des CML vasculaires (Carmeliet et al., 1997). Plus récemment, une étude a montré 

que les souris ApoE-/- PAI-1-/- présentent plus d’apoptose des cellules musculaires lisse 

vasculaires au niveau des plaques d’athérosclérose que les souris ApoE-/-PAI-1+/+. Cette 

apoptose serait induite par la plasmine et pourrait contribuer à la déstabilisation et la 
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rupture des plaques. PAI-1 jouerait donc un rôle protecteur en inhibant l’apoptose des 

CML vasculaires et donc en stabilisant les plaques chez les souris ApoE-/- (Rossignol et 

al., 2006). Ces études apparemment contradictoires mettent en évidence le rôle complexe 

de PAI-1, selon le modèle, le stress initial et faisant appel soit à son rôle anti-

fibrinolytique, soit à sa capacité à réguler la migration cellulaire.  

PAI-1 et syndrome métabolique. 

Le syndrome métabolique est caractérisé par une obésité viscérale, une perturbation des 

métabolismes du glucose et de l’insuline, des dyslipidémies (forts taux de triglycérides et 

baisse des HDL) et de l’hypertension. Ce syndrome est associée à des risques élevés de 

développer un diabète de type 2 (Despres and Lemieux, 2006) mais aussi 

d’athérosclérose et de thrombose. La physiopathologie de ce syndrome est complexe, 

affecte la thrombogénicité du sang et est favorisé par un état procoagulant et 

hypofibrinolytique. Parmi les perturbations hémostatiques, un fort taux de PAI-1 

plasmatique est retrouvé. C’est d’ailleurs le paramètre le plus visible et plus documenté 

sur le sujet (Alessi and Juhan-Vague, 2006). Les individus atteints de syndrome 

métabolique présentent une durée de lyse des clous plaquettaires prolongée par rapport 

aux individus sains (Carter et al., 2007), ce qui est en partie dû à l’augmentation de PAI-1 

circulant (Alessi and Juhan-Vague, 2006). Plus le syndrome est sévère, plus le taux 

plasmatique de PAI-1 est élevé (Juhan-Vague et al., 2003). L’induction de la 

surexpression peut être due à plusieurs facteurs au niveau de différents sites de synthèse, 

comme les vaisseaux ou le tissu adipeux. Par exemple il a été montré chez des patients 

obèses que les dépôts de tissus graisseux viscéraux présentent une surexpression de PAI-

1 (Bastelica et al., 2002). Par ailleurs, il été montré que le TNF contribue à la 

surexpression de PAI-1 dans l’obésité : chez les souris obèses (ob/ob), la délétion des 

récepteurs du TNF (TNF RI et RII) entraîne une diminution significative du taux de PAI-

1 plasmatique et dans les tissus adipeux (Samad et al., 1999). De plus, cette étude a 

montré que la délétion des récepteurs au TNF était associée à une diminution de 

l’expression du TGF-� dans le tissu adipeux. Ces résultats suggèrent une connexion des 

voies TNF et TGF-� dans le tissu adipeux qui seraient responsables de la régulation de 

l’expression de PAI-1.  

Plusieurs études ont suggéré que l’hyper-insulinémie et l’hyper-triglycéridémie 

pourraient contribuer à la synthèse de PAI-1. Des études in vitro, sur des cultures 

hépatocytaires (lignée ou primaires), ou des cultures de cellules endothéliales, ont montré 
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que l’insuline ou la pro-insuline (Alessi et al., 1988; Kooistra et al., 1989; Schneider et 

al., 1992), les acides gras insaturés ou la VLDL induisent une augmentation de la 

synthèse de PAI-1 (Banfi et al., 1999; Nilsson et al., 1998; Stiko-Rahm et al., 1990). Mais 

ces observations ne sont pas toujours vérifiées en clinique. D’autres facteurs peuvent 

contribuer à l’augmentation de l’expression de PAI-1 dans le syndrome métabolique tel 

que le système rénine/angiotensine et le stress oxydant, en particulier chez les patients 

souffrant d’obésité androïde (Ferroni et al., 2005). Dans le syndrome métabolique, 

l’augmentation de l’expression de PAI-1 contribue au développement du tissu adipeux et 

à la résistance à l’insuline. En effet, Festa et al ont montré que de forts taux plasmatiques 

de PAI-1 peuvent prédire le développement du diabète de type 2 (Festa et al., 2002).  

4.4.2 Cancer 

PAI-1 : marqueur pronostique. 

Le système fibrinolytique est clairement lié aux tumeurs malignes, en influençant 

l’initiation, la prolifération, la migration, l’invasion et le pouvoir métastatique de la 

tumeur ainsi que l’apoptose (Binder et al., 2007; Blasi and Carmeliet, 2002; Carroll and 

Binder, 1999; Sidenius and Blasi, 2003). Dans les tumeurs humaines, des expressions 

excessives d’uPA et uPAR sont des marqueurs de mauvais pronostic. Le mécanisme qui 

implique le système uPA-uPAR est encore peu clair : la corrélation entre « fibrinolyse » 

et « malignité » pourrait être due aux effets protéolytiques ou à un autre mécanisme 

régulé par le système uPA-uPAR. Le système uPA-uPAR-PAI-1 est impliqué dans 

l’angiogenèse régulée par le VEGF, et contribuerait donc ainsi à la progression tumorale 

(Prager et al., 2004; Prager et al., 2004). Dès les années 1990, de nombreuses études ont 

mis en évidence qu’un fort taux de PAI-1 dans des extraits protéiques de tumeurs 

malignes était un des marqueurs biochimiques de mauvais pronostic les plus informatifs 

pour plusieurs types de cancer chez l’Homme (Duffy and Duggan, 2004; Harbeck et al., 

2004). La plupart des études se basent sur des dosages ELISA, mais un fort taux de 

transcrits ARNm de PAI-1 apparaît aussi associé à un mauvais pronostic. Par exemple, 

une étude a montré qu’un taux élevé d’ARNm PAI-1 était associé à une survie globale 

plus courte de patientes atteintes de cancer du sein (Sternlicht et al., 2006). 

Des études ont montré que PAI-1 était un facteur pronostique dans plusieurs types de 

cancers tels que le cancer du sein, de l’ovaire, dans des cancers gastriques et colorectaux, 

du poumon, du rein, de la tête et du cou ainsi que dans des tumeurs cérébrales. 

Cancer du sein :  
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Une surexpression de PAI-1 a été décrite dans plusieurs études sur le cancer du sein. Une 

étude sur 70 patientes a montré que le taux de PAI-1 était significativement plus élevé 

chez les patients souffrant de récidive du cancer (Castello et al., 2007). De la même 

façon, une étude a mis en évidence que le risque métastatique augmente avec les taux de 

PAI-1 et uPA chez toutes les patientes et en particulier celles souffrant de cancer sans 

envahissement ganglionnaire. Il en ressort que PAI-1 est le meilleur facteur de pronostic 

et qu’il n’y a pas l’évidence d’un impact additionnel de la surexpression d’uPA. PAI-1 

est un marqueur indépendant. (Descotes et al., 2008). Un suivi à long terme de 276 

patientes a montré que des faibles taux de PAI-1 était un marqueur significatif de survie à 

la maladie sans rechute et de survie globale (Harbeck et al., 2001). Ces résultats ont été 

vérifiés dans des études plus larges : en 2000, Foekens et al ont montré que, sur une 

cohorte de 2780 patientes avec des tumeurs primaires du sein invasives, uPA et PAI-1 

sont définis comme des facteurs prédictifs indépendants de mauvais pronostic (rechute et 

survie) pour les patientes sans et avec envahissement des ganglions (Foekens et al., 

2000). Chez 438 patientes atteintes de cancer du sein, PAI-1 a été montré comme étant un 

facteur de mauvais pronostic, et cette étude suggère que l’impact pronostique est 

indépendant du rôle supposé de PAI-1 dans l’angiogenèse tumorale (Offersen et al., 

2007). Cependant, une contribution de PAI-1 sur la vascularisation ne peut être 

complètement exclue : dans une étude sur 136 carcinomes invasifs, il a été montré une 

corrélation entre le taux de PAI-1 et le remodelage vasculaire, l’âge de la patiente, le 

statut nodal, et le grade de la tumeur. Les tumeurs avec de forts taux d’expression de 

PAI-1 subissent le plus de remodelage vasculaire. PAI-1 serait donc un régulateur clé du 

remodelage vasculaire dans le cancer du sein (Fox et al., 2001). Enfin, Foekens et al ont 

montré en 1995 que des taux élevés de PAI-1 dans les tumeurs pourraient avoir un impact 

sur la réponse à la chimiothérapie : les tumeurs PAI-1 positives répondent moins bien au 

traitement par le tamoxifène que les tumeurs PAI-1 négatives (Foekens et al., 1995).

Cancer de l’ovaire : 

Comme dans le cancer du sein, PAI-1 est aussi un facteur pronostique du cancer de 

l’ovaire. Dans une étude sur 86 patientes atteintes de cancers avancés (stade IIIc de la 

FIGO), les auteurs montrent que PAI-1 s’avère être un puissant facteur pronostique 

indépendant dans la survie globale des patientes (Kuhn et al., 1999). Dans une autre étude 

sur 103 patientes, les taux élevés de PAI-1 ont été associés à une survie sans progression 

du cancer plus courte (Konecny et al., 2001). De même, Chambers et al ont montré que 
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chez 131 patientes atteintes de cancer épithélial avancé de l’ovaire, celles dont les 

tumeurs primaires expriment PAI-1 ont une survie globale plus courte. Ces résultats 

montrent que l’expression de PAI-1 dans les carcinomes épithéliaux ovariens primaires 

est un facteur de mauvais pronostic indépendant (Chambers et al., 1998). 

Cancer gastrique : 

Dans le cancer gastrique, de nombreuses études ont montré que PAI-1 était un facteur 

prédictif indépendant. Heiss et al ont montré, chez 180 patients, que ceux qui présentent 

des forts taux d’expression de PAI-1 représentent un sous-groupe avec très mauvais 

pronostic pour la survie (Heiss et al., 1997). De même, il a été montré que PAI-1 était un 

facteur de mauvais pronostic de survie globale chez 203 patients opérés de cancers 

gastriques (Allgayer et al., 2000). Kaneko et al ont montré que l’expression de PAI-1 

corrèle avec la taille de la tumeur, le statut nodal, la différenciation et la vascularisation 

chez 101 patients atteints de cancers gastriques (Kaneko et al., 2003). Cependant, dans 

une autre étude, des marquages immunohistochimiques de uPA et PAI-1 sur des biopsies 

105 patients opérés de cancers gastriques, ne montrent aucune corrélation significative 

entre les taux d’uPA et PAI-1 et le stade d’extension de la tumeur primaire, le stade 

d’extention régionale, le grade du cancer et la profondeur de l’invasion (Luebke et al., 

2006). Dans le cas du cancer gastrique, les résultats contradictoires et peu nombreux ne 

permettent pas de conclure à un lien entre PAI-1 et le devenir clinique des patients. 

Cancer colorectal : 

Dans le cas du cancer colorectal, une étude chez 594 patients, suivis pendant une période 

médiane de 6,8 ans, des taux élevés de PAI-1 plasmatiques sont associés à un mauvais 

pronostic, alors que les taux faibles sont associés à de bons pronostics (Nielsen et al., 

2000). Cependant, une autre étude a montré que de faibles taux plasmatiques de PAI-1, 

ainsi que des taux élevés de uPAR soluble sont associés à un risque de survie courte 2,43 

fois plus élevé chez 567 patients avec des tumeurs colorectales primaires (Hogdall et al., 

2002). Part ailleurs, sur une cohorte de 308 patients atteints de cancer colorectal suivie 

pendant 16 ans, les patients présentant le polymorphisme 5G/5G sur le promoteur de 

PAI-1 ont de meilleures chances de survie que ceux avec le génotype 4G/5G ou 4G/4G 

(Forsti et al., 2007). Cette étude montre qu’un fort taux de PAI-1 peut aussi être associé à 

un mauvais pronostic dans le cas du cancer colorectal. Cette hypothèse a été confirmée 

par une autre étude montrant que les surexpressions de uPA, uPAR, et PAI-1 dans les 
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tissus tumoraux sont significativement associés à la formation de métastases hépatiques 

dans le cancer colorectal (Seetoo et al., 2003). 

Carcinomes épidermoïdes de la tête et du cou : 

Il existe aussi quelques études montrant une corrélation entre forts taux d’expression de 

PAI-1 dans les tumeurs et mauvais pronostic des carcinomes de la tête et du cou. Une 

étude a montré que, dans 79 cas de carcinomes à cellules squameuses de la cavité 

buccale, uPA et PAI-1 sont de bons facteurs pronostiques indépendants de la survie sans 

rechute (Hundsdorfer et al., 2005). De plus, dans le cas carcinomes épidermoïdes 

métastatiques de l’œsophage, il a été observé une augmentation significative de PAI-1 

(Sakakibara et al., 2004).  

Cancer du système nerveux. 

Il n’y a pas d’études sur de larges cohortes focalisées sur les paramètres fibrinolytiques 

des tumeurs du système nerveux. Cependant, les tumeurs malignes du cerveau 

(glioblastomes multiformes, gliomes anaplasiques, méningiomes malins) présentent de 

manière récurrente une plus forte immuno-réactivité à PAI-1 que les tumeurs bénignes. Il 

a été montré que PAI-1 était localisé au niveau des vaisseaux proliférants dans des 

gliomes de stades avancés et les tumeurs métastatiques, suggérant que PAI-1 pourrait être 

impliqué dans l’angiogénèse (Kono et al., 1994). Une étude sur 59 gliomes montre que le 

taux de PAI-1 est corrélé au grade de développement de la tumeur et à la nécrose 

(Muracciole et al., 2002). De plus, il a été montré une potentielle coopération entre uPA, 

tPA et PAI-1 et du VEGF dans la progression du gliome in vivo chez le rat (Sandstrom et 

al., 1999). Par ailleurs, il a été montré in vitro que la surexpression de PAI-1 inhibe la 

motilité des cellules de gliome et l’invasion des composés de la matrice extracellulaire 

comme la laminine ou le collagène, mais n’inhibe pas l’invasion tumorale dans un 

modèle de culture tridimensionnelle simulant les conditions physiologiques (Hjortland et 

al., 2003). 

Cancer du rein :  

uPA, uPAR et PAI-1 sont de puissants marqueurs pronostiques indépendants dans le 

cancer du rein. Ils permettent la discrimination de patients à haut et bas risque de récidive 

(Hofmann et al., 1996). De plus, il a été montré sur 106 résections chirurgicales de 

carcinomes que les expressions de uPA, uPAR et PAI-1 corrèlent avec le grade et la 
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présence de métastases (Ohba et al., 2005). Cependant, une étude montre que, sur 100 

patients atteints d’adénocarcinomes rénaux primaires, les taux d’uPA et PAI-1 ne 

permettent pas de prédire la présence de métastases (Chautard et al., 2004). 

4.4.3 Fibrose 

En plus de son rôle dans la thrombose et les pathologies vasculaires, PAI-1 est impliqué 

dans le remodelage vasculaire et tissulaire. PAI-1 joue un rôle clef dans le développement 

des fibroses vasculaires, pulmonaires, rénales et intestinales. Dans les tissus surexprimant 

PAI-1, l’activation locale du plasminogène est empêchée, ce qui compromet 

l’homéostasie et le remodelage vasculaire (Carmeliet et al., 1997). Il a été montré que 

l’angiotensine II (Ang II) induit un épaississement de la paroi aortique (media, adventice) 

et qu’un inhibiteur pharmacologique de PAI-1, le tiplaxtinine (PAI-039) atténue le 

remodelage induit par l’Ang II sans altérer la réponse hypertensive. Dans cette étude, les 

effets de l’inhibiteur de PAI-1 sur le remodelage sont comparables à l’effet d’une 

déficience génétique en PAI-1 (Weisberg et al., 2005). Une autre étude a montré que les 

souris PAI-1-/- sont protégées de l’hypertension et de la fibrose vasculaire induites par un 

traitement chronique avec un inhibiteur de la NO synthase, le N�-nitro L-arginine methyl 

ester (L-NAME) (Kaikita et al., 2001; Kaikita et al., 2002).  

Le NO� est capable de réguler la signalisation du TGF-� dans les cellules endothéliales. 

Ainsi, les aortes de souris eNOS-/- présentent des taux de base augmentés de TGF-� et de 

collagène I associés à une augmentation de la phosphorylation des Smads et de l’activité 

transcriptionnelle Smad-dépendante dans les cellules endothéliales (Saura et al., 2005). 

La surexpression de TGF-�1 induite par un adénovirus dans des carotides non lésées de 

souris sauvages induit la formation d’une intima riche en cellules et en matrice 

extracellulaire (Otsuka et al., 2006). Cette étude montre que la surexpression de PAI-1 

dans la paroi artérielle stimule la croissance de l’intima. De plus, les auteurs mettent en 

évidence que la surexpression de TGF- �1 dans les artères de souris PAI-1-/- n’augmente 

pas la croissance de l’intima, les dépôts matriciels et n’induit pas la migration ni la 

prolifération cellulaire. De plus, les artères de souris PAI-1-/- surexprimant le TGF-�1 

transduit sécrètent plus de TGF-� que les artères transduites de souris sauvages. Ces 

études montrent que PAI-1 est un important médiateur de la croissance intimale induite 

par le TGF-�1 et aussi un régulateur négatif de l’expression du TGF-� dans la paroi 
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artérielle. Les stratégies thérapeutiques visant à inhiber l’activité de PAI-1 dans les 

vaisseaux pourraient prévenir la croissance intimale dans les maladies artérielles. 

Dans les maladies chroniques rénales, il existe une accumulation progressive de matrice 

extracellulaire notamment dans les glomérules et l’interstitium. La dégradation 

matricielle est largement contrôlée par le système d’activation du plasminogène. La 

plasmine contribue à la dégradation de la matrice en dégradant les protéines matricielles 

telles que la fibronectine, la laminine, les protéoglycans et le collagène de type IV autant 

que la fibrine, et indirectement en activant les MMP qui dégradent les collagènes. Parmi 

les pathologies les plus étudiées, dans lesquelles PAI-1 joue un rôle important, il y a la 

sclérose glomérulaire et la fibrose tubulo-interstitielle (Eddy, 2002). Alors que PAI-1 est 

très peu exprimé dans le rein en conditions physiologiques, de nombreuses études chez le 

rongeur ont montré une augmentation de l’expression de PAI-1 dans des modèles de 

dommages rénaux provoqués par différents agents, dont les rayonnements ionisants 

(Oikawa et al., 1997), l’Ang II (Nakamura et al., 2000) et l’aldostérone (Brown et al., 

2000). De plus, l’importance de la fibrose est liée à l’importance du taux d’expression de 

PAI-1 (Oikawa et al., 1997).  

Au niveau du poumon, l’altération du système fibrinolytique est une manifestation 

commune des maladies pulmonaires inflammatoires aigues et chroniques. Comme le 

système fibrinolytique est activé pendant les processus de réparation des tissus lésés, une 

activité réduite de ce système contribue à l’établissement de fibroses pulmonaires. La 

relation entre système fibrinolytique et fibrose pulmonaire a été étudié chez les souris 

surexprimant ou déficientes en PAI-1, dans un modèle de fibrose pulmonaire induite par 

la bléomycine (Eitzman et al., 1996). Les souris PAI-1-/- sont protégées de la fibrose alors 

que les souris surexprimant PAI-1 développent une fibrose plus importante que les souris 

sauvages. Ces résultats ont plus tard été confirmés et montrent une relation directe entre 

l’expression de PAI-1 et l’importance de la fibrose qui suit l’inflammation pulmonaire 

(Chuang-Tsai et al., 2003; Hattori et al., 2004; Matsuoka et al., 2006). De plus, il a été 

montré très récemment que dans un modèle murin de fibrose pulmonaire induite par la 

bléomycine, l’inhalation intra-nasale de siRNA PAI-1 diminue les dépôts de collagènes et 

donc la fibrose au niveau des poumons (Senoo et al., 2010). Dans cette même étude, les 

auteurs montrent in vitro que le siRNA PAI-1 inhibe la transition epithélio-

mésenchymale induite par le TGF� des cellules épithéliales pulmonaires immortalisées 

(LA-4). 
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Enfin, au niveau de l’intestin, il a été montré au laboratoire, sur des résections de fibroses 

radiques de patients irradiés pour des adénocarcinomes rectaux, que les tissus sains lésés 

présentent une surexpression de PAI-1 au niveau de l’endothélium, par rapport aux tissus 

sains non irradiés (Milliat et al., 2008). Dans cette même étude, dans le modèle 

d’irradiation intestinale localisée, il a été montré que les souris PAI-1-/- développement 

moins de fibrose radio-induite que les souris sauvages. Nous reviendrons plus en détail 

sur ces résultats dans le chapitre suivant.  

PAI-1 a donc un effet pro-fibrosant dans la plupart des cas. Cependant, il est intéressant 

de noter que certaines études récentes ont montré que la déficience en PAI-1 contribue à 

la fibrose cardiaque. En effet, les souris PAI-1-/- âgées (24 à 46 semaines) développent 

spontanément et progressivement des fibroses cardiaques (Xu et al., 2010). Ceci serait dû 

à une surexpression du TGF-� dans les tissus cardiaques des souris PAI-1-/-. Enfin, une 

autre étude a montré récemment qu’une activation spontanée des voies du TGF- �

(dépendante ou non des Smads) contribue à la réponse profibrotique dans les cœurs des 

souris PAI-1-/- (Ghosh et al., 2010). Dans ce contexte, PAI-1 jouerait donc un rôle anti-

fibrosant et cardioprotecteur. 
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5 PAI-1 et rayonnement ionisants.  

Il existe un nombre limité de publications qui traitent du lien entre PAI-1 et irradiation, 

notamment en ce qui concerne les dommages tissulaires radio-induits. Chez l’Homme, il 

a été montré par cDNA array que l’expression de PAI-1 est augmentée chez des patients 

souffrant d’entérite radique tardive (Vozenin-Brotons et al., 2004). Sur des résections de 

rectites radiques de patients ayant été irradiés pour des adénocarcinomes rectaux, on 

retrouve une surexpression de PAI-1 localisée au niveau de la paroi des vaisseaux (Figure 

21) (Milliat et al., 2008). Dans le cas des dommages cutanés radio-induits, une récente 

étude a montré que PAI-1 est un facteur prédictif du développement d’érythèmes radio-

induit chez des patientes traitées par radiothérapie pour des cancers du sein. De plus, cette 

étude montre que les patients qui présentent des signes de formation de thrombine 

intravasculaire présentent plus de risques de développer des dommages cutanés radio-

induits : un état pro-coagulant chez ces patients contribuerait au développement des 

érythèmes (Lincz et al., 2009). 

Figure 21 : Les dommages radio-induits chez les patients sont associés à une surexpression de PAI-1 

au niveau de l’endothélium (marquage brun). 

Images représentatives de vaisseaux muqueux dans des tissus sains contrôles (non irradiés, à distance de la 

tumeur) et pathologiques (irradiés, adjacents à la tumeur) sur des résections de rectites radiques de patients 

traités pour des adénocarcinomes du rectum (irradiation préopératoire de 45Gy, opération 5 à 7 semaine 

post-traitement) (Milliat et al., 2008). 
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In vivo, l’équipe de Fogo a montré dans un modèle de néphropathie radio-induite chez le 

rat que l’irradiation induit une augmentation de l’expression de PAI-1 au niveau des 

lésions glomérulaires et  qu’il existe une corrélation entre le degré de sclérose et le taux 

de PAI-1 en immunohistochimie. Dans ce même modèle, l’inhibition de l’enzyme de 

conversion ou du récepteur de l’angiotensine II ainsi que l’inhibition de l’aldostérone 

conduisent à une diminution des dommages radio-induits en même temps qu’une 

atténuation de l’expression radio-induite de PAI-1 (Oikawa et al., 1997). Par ailleurs, une 

irradiation abdominale de 10 Gy chez le rat entraine une augmentation de l’expression de 

transcrit PAI-1 au niveau de l’intestin (Strup-Perrot et al., 2005) et du colon (Strup-Perrot 

et al., 2006). Enfin, il a été montré que les souris déficientes en PAI-1 irradiées 

localement au niveau de l’intestin à forte dose (19Gy) survivent mieux, présentent moins 

de dommages que les souris sauvages ainsi qu’une meilleure fonctionnalité intestinale 

(Milliat et al., 2008).  

In vitro, dans une lignée d’hépatocarcinome (HepG2), Hageman et al ont montré une 

synergie entre l’irradiation et le TGF-� dans l’activation de la transcription de PAI-1, et 

que p53 est nécessaire à cette activation. Une mutation de l’élément de réponse à p53 par 

mutagénèse dirigée abolit complètement la réponse à l’irradiation ainsi que la synergie 

observée avec le traitement TGF-� (Hageman et al., 2005). Plus récemment, des résultats 

similaires ont été retrouvés au laboratoire dans des cultures primaires de cellules 

endothéliales (HUVEC) : l’irradiation induit une augmentation de PAI-1 (ARNm et 

protéine) via une voie de signalisation dépendante de Smad3 et qui nécessite la 

coopération de p53 (Milliat et al., 2008) (Figure 22).  

Figure 22 : Expression de PAI-1 dans les cellules endothéliales irradiées. 

(Milliat et al., 2008) 
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Une étude a également montré une surexpression de PAI-1 dose dépendante dans des 

cellules endothéliales microvasculaires de poumon et de derme (HMVEC l et d). Cette 

étude met en évidence que l’expression radio-induite de PAI-1 dépend d’une voie de 

signalisation du TGF-� via le récepteur ALK5 (Activin Like Kinase-5) et Smad2/3 

(Scharpfenecker et al., 2009). Il a été montré également que l’irradiation, de même que 

l’hypoxie, induit l’augmentation de l’expression de PAI-1 dans des lignées de cellules de 

carcinome de la tête et du cou (BHY et FaDu). Dans ces travaux, la réoxygénation des 

cultures hypoxiques contrecarrant l’induction de l’expression de PAI-1, les auteurs 

suggèrent que la réoxygénation des cellules tumorales hypoxiques pendant une irradiation 

fractionnée pourrait avoir le même effet sur la sécrétion de PAI-1 et augmenter 

l’efficacité des rayons (Schilling et al., 2007). Dans une autre étude, les auteurs ont 

montré une différence d’expression de PAI-1 dans différentes lignées humaines de 

cellules de carcinomes de la tête et du cou. Ces cellules ont été greffées en sous cutanée 

chez des souris « nudes » préalablement irradiées à 4 Gy en corps entier. Après avoir 

laissé les tumeurs grossir, ils ont délivré des doses fractionnées pendant six semaines, et 

mesuré le TCD50 (la dose d’irradiation nécessaire pour contrôler localement 50% de la 

tumeur).  Ils ont ainsi pu montrer que le taux de PAI-1 corrèle avec la radiorésistance de 

la tumeur : plus la tumeur sécrète de PAI-1, plus elle résiste au traitement fractionné. 

Dans ces travaux, ils ont également montré une up-régulation des acteurs du système 

d’activation du plasminogène (dont PAI-1) dans les tumeurs les plus hypoxiques, et que 

plus la tumeur est hypoxique, plus elle résiste à l’irradiation. Ces travaux suggèrent que 

PAI-1 est un important médiateur de la radiorésistance induite par l’hypoxie (Bayer et al., 

2008). Enfin, Zhao et al ont montré une augmentation de l’expression de PAI-1 (ARNm) 

dose dépendante dans des cultures primaires de cellules mésengiales de rat (Zhao et al., 

1999). La même équipe a montré une up-régulation de PAI-1 (ARNm et protéine) dans la 

lignée de cellules rénales de rat (NRK52E) après des doses croissantes de rayons. Cette 

augmentation est corrélée à une augmentation de la production des ROS, et est inhibée 

par un antioxydant : le N-acétylcystéine (Zhao et al., 2000; Zhao et al., 2001).   

Tous ces travaux montrent que l’irradiation induit une surexpression de PAI-1, quel que 

soit le tissu irradié. De plus, cette expression corrèle avec la sévérité des lésions radio-

induites au niveau des tissus sains.  
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PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS 

À l’Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire, le laboratoire de Radiopathologie 

et Thérapies Expérimentales s’est fixé l’objectif d’améliorer les connaissances des 

pathologies non cancéreuses induites par des irradiations fortes doses dans le cadre des 

radiothérapies mais aussi d’expositions accidentelles. En effet, le manque de stratégies 

thérapeutiques existantes pour la prise en charge de ces pathologies nécessite un 

approfondissement des connaissances dans le domaine. L’objectif final est d’aboutir à la 

validation préclinique et clinique de stratégies thérapeutiques innovantes dans la prise en 

charge des complications des irradiations localisées à forte dose. Un des principaux axes 

de recherche du laboratoire est d’étudier la toxicité des radiothérapies des cancers de la 

sphère abdomino-pelvienne. Il est admis que le compartiment vasculaire joue un rôle 

déterminant dans l’initiation et la progression des lésions radio-induites aux tissus sains. 

Dans ce contexte, un des buts du laboratoire est donc d’identifier les mécanismes 

moléculaires, cellulaires et physiopathologiques impliqués dans les dommages 

vasculaires radio-induits, et leur importance dans l’initiation et la progression des lésions 

tissulaires au niveau du système digestif. 

De nombreux travaux menés au laboratoire ont décrit les effets de l’irradiation au niveau 

du compartiment vasculaire in vivo et in vitro, en particulier l’activation radio-induite de 

l’endothélium et l’acquisition d’un phénotype pro-inflammatoire et profibrosant avec une 

augmentation de l’expression des molécules d’adhésion (ICAM-1, E-selectine) et la 

sécrétion de molécules pro-inflammatoires ainsi que l’expression accrue de facteurs 

favorisant le développement de fibrose tels que le TGF-� ou le CTGF. Ces travaux 

mettent en évidence que l’irradiation entraîne un dysfonctionnement de l’endothélium, 

qui participe à la progression des lésions tissulaires. 

Le rôle de la protéine PAI-1 est étudié depuis quelques années au sein du LRTE. Comme 

décrit précédemment, il a été montré d’une part que PAI-1 est fortement exprimé au 

niveau des tissus irradiés, et plus particulièrement dans les cellules endothéliales, chez 

des patients ayant subit une radiothérapie préopératoire d’adénocarcinomes rectaux. 

D’autre part, des travaux in vivo ont pu mettre en évidence que PAI-1 joue un rôle majeur 

dans la réponse intestinale à l’irradiation : dans le modèle d’anse intestinale extériorisée, 

les souris génétiquement déficientes en PAI-1 survivent à l’irradiation et développent 

moins de dommages que les souris sauvages. De ces observations ont découlé une étude 
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mécanistique précise de la signalisation impliquée dans la surexpression radio-induite de 

PAI-1 dans les cellules endothéliales. Ces travaux ont mis en évidence le rôle clef de la 

voie TGF-�/Smad3 et de p53. A ce stade, le constat que PAI-1 est un acteur majeur de la 

progression des lésions intestinales radio-induites était établi au laboratoire. Ce travail de 

thèse est venu compléter les connaissances acquises sur le sujet.  

Dans la littérature, différents travaux suggèrent que PAI-1 joue des rôles opposés dans les 

tissus sains et les tumeurs. Alors qu’une surexpression de PAI-1 au niveau des tumeurs 

est un facteur de mauvais pronostic pour le cancer et contribuerait à la radiorésistance des 

tumeurs, sa surexpression au niveau des tissus sains participerait au développement des 

dommages radio-induits. Ces rôles potentiellement opposés en font une cible 

thérapeutique intéressante car une inhibition de PAI-1 pourrait ainsi limiter les risques de 

développer des lésions au niveau des tissus sains sans interférer sur l’efficacité anti-

tumorale ou, au mieux, pourrait augmenter l’efficacité de la radiothérapie sur la tumeur 

Le premier objectif de ce travail de thèse a été d’étudier l’effet d’un inhibiteur 

pharmacologique de PAI-1 sur le développement des lésions intestinales radio-

induites, chez la souris dans le modèle d’irradiation d’anse intestinale extériorisée. 

L’administration d’un inhibiteur pharmacologique (par voie orale) a été comparée à la 

déficience génétique en PAI-1. Après vérification de l’efficacité du traitement, les lésions 

radio-induites ont été évaluées par des techniques d’histologie. 

Par ailleurs, des études préliminaires au laboratoire ont montré que PAI-1 joue un rôle 

clef dans la pathogénèse des lésions intestinales radio-induites. Alors que 50% des souris 

sauvages meurent dans les dix jours qui suivent une irradiation localisée du grêle, les 

souris PAI-1-/- survivent. Les deux courbes de survie se séparent très tôt après irradiation, 

supposant un rôle très précoce de PAI-1 dans la réponse intestinale à l’irradiation.  

Une question qui se posait notamment au laboratoire était de déterminer quand et 

comment PAI-1 est impliqué dans la pathogénèse de ces dommages. Nous savions que 

PAI-1 participe à l’établissement des dommages tardifs au niveau de l’intestin, nous nous 

sommes donc intéressés à son implication dans les phases précoces du développement 

des lésions intestinales. 

Le deuxième objectif de ce projet a donc été d’étudier le rôle de PAI-1 dans 

l’initiation des dommages intestinaux radio-induits. Comme nous l’avons vu, 
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l’apoptose des cellules endothéliales et épithéliales sont des évènements cruciaux dans la 

réponse intestinale à l’irradiation. Nous avons donc émis l’hypothèse que PAI-1 pourrait 

jouer un rôle dans l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales et/ou épithéliales. 

L’apoptose des deux types cellulaires a été quantifiée par double-marquages 

immunohistochimiques. Les dommages vasculaires radio-induits ont été évalués par 

microscopie. Le rôle de PAI-1 dans la radiosensibilité des cellules endothéliales a été 

évalué in vitro, sur des cultures de cellules primaires murines isolées d’aortes et de 

cellules humaines (HUVECs). 
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ARTICLE 1 : 

Effet d’une inhibition pharmacologique et de la déficience génétique en 

PAI-1 sur l’évolution des lésions intestinales radio-induites. 

Objectifs :  

Les dommages radio-induits aux tissus sains représentent un problème de santé publique 

important. On estime que 80% des patients traités par radiothérapie vont développer des 

effets aigus après irradiation et que 5 à 10% d’entre eux développeront des effets tardifs 

tels que les fibroses radio-induites. En France, 50% des patients traités par radiothérapie 

le sont pour des cancers de la sphère abdomino-pelvienne. Les fibroses intestinales radio-

induites sont le principal effet secondaire tardif de ce traitement. Cette pathologie 

chronique peut fortement altérer la qualité de vie des patients, et au pire, engager le 

pronostic vital. Il est indispensable aujourd’hui d’identifier des cibles thérapeutiques 

capables de prévenir et/ou guérir ces dommages, sans compromettre le traitement anti-

cancéreux. Le système d’activation du plasminogène, et en particulier l’inhibiteur des 

activateurs du plasminogène de type-1 (PAI-1), joue un rôle clé dans le développement 

des lésions intestinales radio-induites. De nombreuses études ont montré une 

augmentation de l’expression de PAI-1 dans diverses pathologies fibrotiques et 

notamment après irradiation. Il a été montré au laboratoire que, dans un modèle 

d’entéropathie radio-induite chez la souris, les souris génétiquement déficientes en PAI-1 

sont protégées des dommages intestinaux radio-induits avec une survie augmentée et une 

meilleure fonctionnalité intestinale comparé aux souris sauvages. PAI-1 serait donc une 

cible thérapeutique capable de prévenir ou réduire les lésions aux tissus sains. L’objectif 

de ce travail a donc été d’étudier l’efficacité thérapeutique de l’administration par voie 

orale d’un inhibiteur pharmacologique de PAI-1, le PAI-039 (Tiplaxitinine) sur le 

développement des lésions tardives intestinales radio-induites dans un modèle 

d’irradiation localisée du grêle à forte dose (19Gy). Cette étude préclinique a été 

comparée à l’effet de la déficience génétique en PAI-1. 

Résultats : 

Tout d’abord, l’efficacité de l’inhibition de l’activité de PAI-1 par le PAI-039 a été 

vérifiée. L’activité de PAI-1 a été mesurée dans le plasma : trois jours après irradiation, 

on observe une augmentation (x18) de l’activité plasmatique de PAI-1 chez les souris 
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sauvages non traitées. Chez les souris sauvages traitées, l’inhibiteur PAI-039 n’a pas 

d’effet sur le taux d’activité basal mais inhibe l’augmentation radio-induite de l’activité 

plasmatique de PAI-1. Ces résultats montrent que l’inhibiteur a bien été assimilé, et 

inhibe efficacement PAI-1 dans le plasma. 

Ensuite, les survies des souris sauvages non traitées ou traitées avec le PAI-039 et des 

souris déficientes en PAI-1 ont été comparées. Dans ce modèle d’irradiation localisée à 

forte dose, 40 à 45% des souris sauvages meurent dans les 10 jours qui suivent 

l’irradiation, alors qu’aucune souris PAI-1-/- irradiée n’est morte dans cette étude. La 

courbe de survie des souris sauvages traitées avec le PAI-039 est décalée d’environ 4 

jours par rapport à celle des souris non traitées. L’inhibiteur apporte donc un bénéfice 

transitoire dans les phases précoces qui suivent l’irradiation. Nous avons ensuite évalué 

les lésions histologiques dans les trois groupes de souris. Les dommages aigus et tardifs 

sont moins sévères chez les souris PAI-1-/- que chez les souris sauvages traitées ou non. 

Les scores d’atteinte radio-induite sont significativement réduits à J3, J14 et J42 chez les 

souris déficientes par rapport aux souris sauvages avec ou sans traitement. Le PAI-039 ne 

protège donc pas les souris sauvages des dommages tissulaires radio-induits. Enfin, nous 

avons étudié l’effet du PAI-039 ou de la déficience en PAI-1 sur l’expression de gènes au 

niveau de l’intestin après irradiation. Nous avons pu montrer que, dans les temps 

précoces, le PAI-039 limite la surexpression d’acteurs moléculaires impliqués dans le 

développement des lésions radio-induites tels que le TGF-�1, le CTGF et le collagène 

1A2 mais n’a plus d’effet dans les temps tardifs. Par ailleurs, les résultats montrent que 

l’irradiation induit une augmentation de ces mêmes gènes après 3 et 14 jours mais que 

seule une légère augmentation des taux d’expression des collagènes persiste à J42. Ces 

résultats confirment une efficacité de l’inhibiteur limitée aux temps précoces, alors que la 

déficience totale en PAI-1 semble limiter l’expression génique des acteurs pro-fibrosants 

en tardif. 

Conclusion : 

Cette étude confirme que la déficience en PAI-1 protège des dommages intestinaux radio-

induits. Nous avons mis en évidence que l’inhibition pharmacologique de PAI-1 par le 

PAI-039 a un effet bénéfique dans les phases aigues du développement des dommages 

radio-induits, avec un décalage de la courbe de survie. Une étude a montré que 

l’efficacité du PAI-039 n’était pas optimale. En effet, l’épitope de PAI-1 auquel se lie 

l’inhibiteur est très proche du site d’interaction de PAI-1 avec la vitronectine, son 
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cofacteur. Le PAI-039 n’est pas capable de se lier à PAI-1 lorsque celui-ci est lié à la 

vitronectine. Dans les tissus, PAI-1 est majoritairement lié à son cofacteur. Ceci pourrait 

expliquer le manque d’efficacité de l’inhibiteur sur les lésions histologiques. Par ailleurs, 

différents travaux ont montré que d’autres stratégies d’inhibition de PAI-1 limitent les 

lésions fibrotiques in vivo. L’inhibition de PAI-1 reste donc une stratégie intéressante 

dans la protection des tissus sains avant ou après irradiation. Différentes stratégies sont 

envisageables pour inhiber de façon plus efficace l’activité de PAI-1 : de nouveaux 

inhibiteurs ont été synthétisés et présentent une efficacité supérieure au PAI-039, 

notamment sur le pool de PAI-1 lié à la vitronectine (inhibiteur S35225 des laboratoires 

Servier, anticorps monoclonaux neutralisants) et il serait intéressant de les tester dans ce 

modèle. Enfin, le fait que les courbes de survie des souris sauvages et PAI-1-/- se séparent 

dans les deux jours suivant l’irradiation suggère que PAI-1 serait impliqué très 

précocement dans l’initiation des dommages radio-induits. Il est donc nécessaire 

d’étudier le rôle de PAI-1 dans les effets aigus après irradiation, et les mécanismes 

cellulaires et moléculaires impliqués. 
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ARTICLE 2 :  

La mort radio-induite des cellules endothéliales dépendante de PAI-1 

détermine la sévérité des lésions intestinales radio-induites précoces. 

A Soumettre 

Objectifs : 

Chaque année en France, près de deux cent mille patients sont traités par radiothérapie 

seule ou en association avec d’autres thérapeutiques. Près de la moitié d’entre eux sont 

atteints de cancers de la sphère abdomino-pelvienne (cancers de la prostate, du col de 

l’utérus…) et sont susceptibles de développer des effets secondaires au niveau des tissus 

sains présents dans le champ d’irradiation, tels que la vessie, le rectum, ou l’intestin. Les 

fibroses intestinales sont des lésions tardives de la radiothérapie de ces cancers et la 

pathogénèse de ces dommages fait intervenir de nombreux mécanismes cellulaires et 

moléculaires. L’endothélium joue un rôle important dans l’initiation et la progression de 

ces lésions. En effet, l’irradiation induit l’activation des cellules endothéliales qui vont, 

entre autres, acquérir un phénotype pro-thrombotique. Le système d’activation du 

plasminogène est essentiel au maintien de l’homéostasie vasculaire. Un des acteurs de ce 

système, l’inhibiteur des activateurs du plasminogène de type-1 (PAI-1) est surexprimé 

dans de nombreuses maladies fibrotiques chez l’homme, et des études effectuées au 

laboratoire ont montré que PAI-1 est fortement exprimé dans les fibroses radiques 

(rectites), notamment au niveau de l’endothélium.  

PAI-1 inhibe la fibrinolyse et l’activation de la plasmine en agissant sur les activateurs du 

plasminogène uPA et tPA. Il joue aussi un rôle clé dans le remodelage matriciel en 

empêchant l’activation plasmine-dépendante de certaines MMP. PAI-1 est décrit comme 

étant un facteur aux fonctions pléiotropes du fait qu’il peut influencer à la fois la 

prolifération, l’adhésion, la migration, et la mort cellulaire. Il a été montré au laboratoire 

que PAI-1 contribue à la progression des lésions tardives intestinales radio-induites dans 

un modèle d’entérite radique chez la souris. Cependant, le rôle de cette protéine dans les 

phases aigues est encore mal connu. Les résultats obtenus au laboratoire suggèrent que 

PAI-1 serait impliqué dans des évènements précoces qui suivent l’irradiation. Parmi ces 

évènements, la mort des cellules des compartiments les plus radiosensibles est 
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déterminante : l’irradiation induit rapidement l’apoptose des cellules épithéliales au 

niveau des cryptes et des cellules endothéliales microvasculaires. Dans ce contexte, nous 

avons émis l’hypothèse que PAI-1 pourrait influencer la radiosensibilité des cellules 

endothéliales et/ou épithéliales dans notre modèle d’irradiation localisée de l’intestin 

grêle à forte dose. 

Résultats :  

Tout d’abord, nous avons mesuré l’expression génique (par RT-PCR) des différents 

acteurs du système d’activation du plasminogène au niveau de l’intestin irradié de souris 

sauvages ou déficientes en PAI-1. L’expression de PAI-1 augmente très fortement 5 et 24 

heures après irradiation chez les souris sauvages. A ces mêmes temps, l’irradiation ne 

modifie pas l’expression d’uPA et tPA chez les souris sauvages et déficientes en PAI-1. 

On observe une surexpression d’uPAR après irradiation dans les deux groupes de souris, 

mais pas de différence significative entre les souris sauvages et PAI-1-/-. Ces résultats 

suggèrent donc que, dans le système d’activation du plasminogène, PAI-1 serait le facteur 

prépondérant impliqué dans les dommages intestinaux radio-induits. 

Nous avons ensuite évalué l’apoptose radio-induite des cellules épithéliales et 

endothéliales par immunohistochimie sur des coupes congelées d’intestin irradié. Nous 

avons mis en évidence que l’apoptose des cellules épithéliales augmente 4, 5 et 24 heures 

après irradiation dans les deux groupes de souris. Cependant, il n’y a pas de différence 

significative aux temps 4h et 24h entre les souris sauvages et les souris PAI-1-/-. Par 

contre, l’apoptose des cellules endothéliales augmente fortement 4 et 5 heures après 

irradiation chez les souris sauvages (jusqu’à 37% de cellules endothéliales apoptotiques 

5h après irradiation) et est beaucoup moins importante chez les souris PAI-1-/- (seulement 

11% 5h après irradiation). Ces résultats montrent que PAI-1 influence principalement la 

radiosensibilité des cellules endothéliales. Pour évaluer l’impact de la mort des cellules 

endothéliales 24 heures après irradiation, nous avons évalué la densité des 

microvaisseaux dans la lamina propria des villosités d’intestins irradiés de souris 

sauvages et PAI-1-/-. Les résultats montrent que la densité microvasculaire est plus 

importante dans les intestins de souris PAI-1-/- irradiées comparé aux souris sauvages 

irradiées. Vingt-quatre heures après irradiation, les souris sauvages subissent donc une 

perte de la microvascularisation plus importante que les souris déficientes en PAI-1, ce 
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qui est associé à des lésions intestinales plus importantes chez les souris sauvages 3, 14 et 

42 jours après irradiation. 

Par ailleurs, nous avons mis au point des modèles de cultures in vitro pour étudier le rôle 

de PAI-1 dans la radiosensibilité des cellules endothéliales : d’une part, des cellules 

endothéliales aortiques de souris sauvages et déficientes en PAI-1, d’autre part, des 

cellules endothéliales humaines (HUVECs) dans lesquelles nous avons modulé 

l’expression de PAI-1. Nous avons ainsi pu montrer que l’extinction de l’expression de 

PAI-1 (HUVECs + siRNA PAI-1) tout comme la déficience génétique (cellules 

endothéliales de souris PAI-1-/-) rend les cellules plus résistantes à l’irradiation. A 

l’opposé, la préparation de clones d’HUVECs surexprimant PAI-1 de manière stable 

montre que la surexpression de PAI-1 sensibilise les cellules à l’irradiation. 

Conclusion : 

Cette étude a mis en évidence un rôle précoce de PAI-1 après irradiation in vivo et in 

vitro. In vivo, PAI-1 joue un rôle dans l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales 

mais n’influence pas la mort des cellules épithéliales dans les cryptes. Cette différence de 

radiosensibilité des cellules endothéliales entre les souris sauvages et déficientes en PAI-

1 est associée à une forte différence au niveau des lésions intestinales radio-induites. In 

vitro, la protéine influence la radiosensibilité des cellules endothéliales murines et 

humaines. Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués ne sont pas connus. Dans 

la littérature, PAI-1 a été décrit comme pouvant être pro- ou anti-apoptotique. 

Notamment, il a été montré dans des cultures de cellules endothéliales murines, que les 

cellules déficientes en PAI-1 ont des taux de prolifération supérieurs à ceux des cellules 

de souris sauvages et que ces cellules sont résistantes à l’apoptose induite par la 

wortmanin. Ceci est dû à une activation accrue de la protéine Akt dans les cellules 

endothéliales PAI-1-/-. Des expérimentations ont commencé au laboratoire pour 

déterminer si cette voie de survie pourrait être impliquée dans la résistance à l’irradiation 

des cellules endothéliales PAI-1-/- ou des HUVECs traitées par siRNA-PAI-1. 
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Abstract 

Normal tissue toxicity still remains a dose-limiting factor in clinical radiation 

therapy.  Recently, plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1) was reported as an 

essential mediator of late radiation-induced intestinal injury. However, it is not clear 

whether PAI-1 plays a role in acute radiation-induced intestinal damage and we 

hypothesized that PAI-1 may contribute to endothelium radiosensitivity.  In a model of 

radiation enteropathy in mice, double immunolabelling TUNEL/CD31 revealed that 

irradiation induces endothelial cells apoptosis at 4 and 5 hours in Wt mice. Moreover, the 

level of apoptotic endothelial cells is lower in PAI-1 -/- compared with Wt mice after 

irradiation. This is associated with a conserved microvascular density and consequently 

with a better mucosal integrity in PAI-1-/- 3 days after irradiation. In vitro, irradiation 

rapidly stimulates PAI-1 expression in endothelial cells (ECs) and radiation sensitivity is 

increased in HUVECs that stably overexpress PAI-1 whereas PAI-1 knockdown 

increases ECs survival after irradiation.  Moreover ECs prepared from PAI-1 -/- mice are 

more resistant to radiation-induced cell death than Wt ECs. Taken together, our study 

demonstrates that PAI-1 plays a key role in radiation-induced ECs death in intestine and 

suggests that this contributes consequently to the progression of radiation-induced 

intestinal injury. 

Key words : PAI-1, endothelial cells, radiation, cell death, intestine 
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Introduction 

Radiation therapy is crucial in the therapeutic arsenal used for more than half of 

cancer patients. However, normal tissues side effects associated with this treatment limit 

the effective radiation dose than can be delivered to the tumour (Bentzen, 2006; Stone et 

al., 2003). Most of patients treated with ionizing radiations will develop acute 

complications and 5 to 10% of them chronic late damages such as fibrosis. Initiation and 

progression of radiation-induced injury involves different mechanisms such as the 

coagulation system activation, DNA repair, cell death, inflammation, endothelium 

activation, angiogenesis and matrix remodelling (Denham and Hauer-Jensen, 2002).  

The plasminogen activator (PA) system, which controls the formation and activity 

of plasmin, plays a key role in vascular homeostasis. PAI-1 belongs to the family of 

serine protease inhibitors and is the primary physiologic inhibitor of plasminogen 

activators in vivo (Kohler and Grant, 2000). Both plasminogen activators (u-PA and t-

PA) convert plasminogen to plasmin that degrades insoluble fibrin. PAI-1 inhibits u-PA 

and t-PA and thus reduces plasmin generation. PAI-1 is not only an antifibrinolytic 

molecule but also plays a role in extracellular matrix remodelling by reducing plasmin-

dependent matrix metalloproteinases (MMP) activation. The role of PAI-1 in fibrosis has 

been widely studied and it had been shown that PAI-1 is upregulated in several fibrotic 

diseases (Eitzman et al., 1996; Eitzman et al., 2000; Hattori et al., 2000; Takeshita et al., 

2004). 

Radiation-induced endothelial injury has been described as a crucial event in 

initiation of normal tissues damages (Bentzen, 2006). Radiation-induced activation of 

endothelial cells is associated with a pro-inflammatory, pro-thrombotic and anti-

fibrinolytic phenotype (Wang et al., 2007). Precise regulation of the fibrinolytic system 

determines vascular homeostasis but also physiological processes such as wound healing. 

In vitro radiation increases PAI-1 expression in cancer (Artman et al., 2010; Hageman et 

al., 2005) and normal cells (Milliat et al., 2008; Zhao et al., 1999; Zhao et al., 2001). 

Moreover, PAI-1 overexpression has been described in radiation-induced nephrosclerosis 

in rats (Brown et al., 2000; Oikawa et al., 1997) and in human radiation enteritis 

(Vozenin-Brotons et al., 2004). Our group and others described up-regulation of PAI-1 in 

endothelial cells in vitro and in vivo after irradiation (Collins-Underwood et al., 2008; 

Milliat et al., 2008; Scharpfenecker et al., 2009) and radiation-induced intestinal damage 

in patients treated with radiotherapy is associated with upregulation of PAI-1 in the 

endothelium (Milliat et al., 2008). Recently PAI-1 was demonstrated as playing a crucial 
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role in radiation-induced intestinal fibrosis. In a model of radiation-induced enteropathy 

in mice, PAI-1 knockout mice are protected against intestinal radiation-induced injury 

with increased survival and better intestinal function compared with wild type mice 

(Milliat et al., 2008). However, the role of PAI-1 in radiation induced acute side effects is 

still unclear. As described in our previous study, 40 to 45% of wild type mice died within 

10 days after a localized irradiation at 19 Gy, whereas no PAI-1 knock out mice died. The 

two survival curves separate within two days after irradiation, suggesting a contribution 

of PAI-1 in early events occurring after radiation exposure. Among acute effects 

observed in normal tissue response to high dose radiation, depletion of microvascular and 

stem cells compartments depletion is clearly determinant (Paris et al., 2001; Potten et al., 

1994). Most studies show that gastrointestinal syndrome following total body irradiation 

in mice is in part due to a destruction and sterilisation of radiosensitive compartments 

such as stem/clonogenic epithelial cells and microvascular endothelium. PAI-1 has been 

described to play either pro- and anti-apoptotic actions (Balsara and Ploplis, 2008; 

Lademann and Romer, 2008; Schneider et al., 2008). PAI-1 has an anti-apoptotic and 

neurothophic action in the central nervous system (Soeda et al., 2001), and is pro-

angiogenic and anti-apoptotic in vascular tumour cells (Bajou et al., 2008) and vascular 

smooth muscle cells (Chen et al., 2006; Chen et al., 2004). Paradoxically, primary 

endothelial cells isolated from aortas of PAI-1 -/- mice are protected from wortmanin-

induced apoptosis and have enhanced rates of proliferation (Balsara et al., 2006; Ploplis 

et al., 2004).  

Here we hypothesised that PAI-1 may influence endothelial cells radiosensitivity 

and the aim of this work was to explore the consequences of genetic deficiency on 

radiation-induced cell death of radiation sensitive compartments of the intestine. In this 

study we report a critical role of PAI-1 in radiation-induced microvascular endothelial 

cells apoptosis.  

Materials and Methods 

Mice and Irradiation Procedures 

Experiments were performed on Wild-type C57BL/6J (PAI-1 +/+) and PAI-1 -/- mice 

(Charles River Laboratories) in compliance with legal regulations in France for animal 

experimentations. In total, 160 animals (10-12 weeks old) were included in this study. 

Animal care and experimental procedures were approved by the ethics committee of the 

Institute for Radiological Protection and Nuclear Safety. Radiation-induced enteropathy 
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was performed after exposition of a localized intestinal portion to a single ionizing 

radiation dose as previously described (Milliat et al., 2008). Briefly, mice were 

anesthetized by isoflurane and, after laparotomy, a 3-cm long intestinal segment (10 cm 

from the ileocecal valve) was exteriorized and exposed to a single dose of 19 Gy gamma 

irradiation (Co60 source, dose rate 1.2 Gy/min). Sham irradiation was performed by 

maintaining the intestinal segment exteriorized without radiation exposure. After 

radiation exposure or sham-irradiation, the exposed segment was returned to the 

abdominal cavity and peritoneum/abdominal muscles and skin were separately closed 

with interrupted sutures. 

Histology and Immunohistochemistry 

To perform global analyses of the irradiated tissues, histology and immunohistochemistry 

analyses were performed on different groups of animals. For routine histology analysis, 

intestines were fixed in 4% formaldehyde solution and embedded in paraffin. 

Longitudinal sections (5µm) were stained with hematoxylin-eosin-saffron coloration. 

Radiation injury was determined in a blinded manner independently by two authors using 

a described and validated radiation injury scoring system (Milliat et al., 2008). For 

immunohistochemistry experiments, intestinal tissues were embedded with Tissue-Tek 

OCT mounting media and frozen in isopentane cooled by liquid nitrogen. CD31/TUNEL 

and E-Cadherin/TUNEL double staining were performed on 5 µm frozen sections after 

fixation with 4% paraformaldehyde for 20 minutes. For CD31 immunostaining, sections 

were permeabilized with a PBS-0,1% triton-0,1% sodium citrate solution for 2 minutes at 

4°C and unspecific sites were blocked in 3% Normal Goat Serum (Dako) diluted in PBS. 

Sections were then incubated with anti-CD31 (clone 390, Abcam) 1:50e for 1 hour at 

room temperature. For E-Cadherin immunostaining, sections were incubated in PBS-

1%BSA-0,2% non fat milk-0,3% triton for 10 minutes and were incubated with anti-E-

Cadherin (Rat monoclonal ECCD-2, Zymed) at a dilution 1:200 for 1h at room 

temperature. Negative controls were not exposed to primary antibodies. All samples were 

incubated with an Alexa fluor 568-conjugated goat anti rat antibody (Molecular Probes) 

1:200 for 1h. The first immunostaining was fixed with 4% paraformaldehyde for 10 

minutes. TUNEL staining was performed using the In situ Cell Death Detection Kit 

(Roche Applied Science) according to the manufacturer’s instructions. The endothelial 

cells and apoptotic cells were counted in the lamina propria of 60 to 70 villi (full 

longitudinal sections of complete villi) from seven or eight different animals for each 
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group. The apoptotic epithelial cells were counted in about 100 to 150 crypt sections  per 

sample from the same animals.  

Analyses of intestinal vascular density were performed after CD31/SytoxGreen staining 

on 20µm frozen sections. After fixation with 4% paraformaldehyde and permeabilization 

with TBS-0,15% triton, sections were incubated with anti-CD31 for 2 hours followed by 

an incubation with Alexa fluor 568-conjugated goat anti rat antibody. Nuclei were 

counterstained with Sytox Green (Invitrogen) according to the manufacturer’s 

instructions. Confocal analyses were performed on Biorad MRC 1024 ES confocal 

imaging system. Z-stack images were collected at 1µm steps. Images were imported and 

analysed with Histolab software. Red Fluorescence was automatically detected and its 

surface was reported to the villus surface. 

Total RNA isolation, Reverse transcription and real time PCR. 

Total RNA was prepared with the total RNA isolation kit (Rneasy Mini Kit; Qiagen, 

Valencia, CA). Total RNA integrity was analyzed using Agilent 2100 and after 

quantification on a NanoDrop ND-1000 apparatus (NanoDrop Technologies, Rockland 

DE), reverse transcription was performed using the High Capacity Reversed 

Transcription kit (Applied Biosystems) according to manufacturer’s instructions. Pre-

developped TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems) were used and 

PCR were performed with the ABI PRISM 7900 Sequence detection system (Applied 

Biosystems). PCR fluorescent signals were normalized to a PCR fluorescent signal 

obtained from the housekeeping gene GAPDH (for in vitro experiments) or 18S (for in 

vivo experiments). Relative mRNA quantification was performed by using the 

comparative ∆∆CT method. 

Cell Culture and Irradiation 

Human umbilical endothelial cells (HUVEC) were obtained from Lonza and cultured in 

EGM-2 MV culture medium (Lonza) according to manufacturer’s instructions. Cells 

were used between passages 3 and 6 and were irradiated with a 137Cesium source. Levels 

of living cells after irradiation were determined by counting viable cells using 

hemocytometer and the blue trypan exclusion method.
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Murine Endothelial Cells Preparation and Characterization. 

Murine primary aortic endothelial cells were isolated from wild type and PAI-1 -/- mice. 

WT and PAI-1-/- mice (six mice / preparation) were anesthetized by intraperitoneal 

injection of a mixture of ketamine (100 mg.kg-1) and xylazine (10 mg.kg-1).  The rib cage 

was cut and we identified the aortic arch wich is attached to the heart and link the kidney 

and iliac branch point. The aortic tree was then placed in PBS to remove debris and blood 

and transferred into complete medium EBM2-MV (Lonza) at room temperature. Aortas 

were cut into small sections (2 to 3mm) and opened longitudinally. Each segment was 

positioned lumen side down onto culture dishes coated with Matrigel (Becton Dickinson) 

and placed in incubator at 37°C. After 3 days we observed some outgrowth from the 

tissue and culture medium was changed every 3 days At each change, one part of the 

Matrigel  was removed allowing the cells to adhere to the plastic. After twenty days, cells 

were trypsinized and labelled with CD105-PE antibody (e-biosciences d:1/25). Cells 

were sorted by flow cytometry using BD Facsvantage TM apparatus. Sorted CD105 

positive cells were directly recovered in complete medium. The purity of the endothelial 

cells population was controlled after labelling with CD105-PE and CD106-FITC (e-

biosciences) antibodies and flow cytometry analyses. More than 92- 96 % of cells passed 

were CD105 and CD106 positive cells. Cells were routinely cultured in EBM2-MV and 

purity of endothelial cells was controlled until 12 passages. Before experiments using 

murine endothelial cells from Wt and PAI-1 -/- mice, analyses of phenotype was 

completed by immunohistoschemistry with CD105, CD106, CD31 and vWf labelling and 

mRNA detection with real time PCR of endothelial cells markers : FLt-1, KDR,FLt-4, 

Angopoietin-1, Angopoeitin-2, Tie-2, VEGF-A, VEGF-B, CD105, CD106, CD54/ICAM-

1, u-PA, tPA, uPAR and PAI-1. 

Tube Formation Assay 

The ability of murine endothelial cells to form capillary-like structures was studied. 

Briefly, 12 wells-culture plates were pre-coated with 650µl of Matrigel. Endothelial cells 

obtained from Wt or PAI-1 -/- mice were plated at the same density and were irradiated 

2h later at 10 or 20 Gy. 24 hours after irradiation, quantification of capillary like-

structures was performed. For each individual point 8 images in different view-fields 

were realized with size-calibrated fields of vision using a standard microscope interfaced 

with Histolab software. In each image branch point were counted and averaged. 
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Establishment of PAI-1 Expressing Stable Cell Lines  

Construction of pCMV6-Neo-PAI-1 plasmid: pCMV6-Neo plasmid and pCMV6-XL5-

PAI-1 plasmids (both from Origene) were digested with NotI (Promega). Digested 

pCMV6-Neo plasmid was then dephosphorylated with TSAP (Promega). pCMV6-Neo 

and pCMV6-XL5-PAI1 digestion products were each gel-purified (Promega Wizard SV 

Gel and PCR Clean-Up). The 5,8 kb dephosphorylated and NotI digested pCMV6-Neo 

fragment was ligated with the 3,2 kb NotI digested PAI1 fragment using Quick T4 DNA 

Ligase (Biolabs). The reaction mixtures were purified with the Geneclean III kit 

(QBiogene) and transformed into chimiocompetent E.coli strain XL10-Gold (Stratagene). 

Transformation mixtures were spreaded on LB agar plate with ampicillin and plasmids 

DNA were obtained from minicultures (Promega Wizard Plus SV Minipreps). 

Transformants were screened by ApaLI digestion and one positive clone was amplified by 

LB culture supplemented with 0,1 mg/ml ampicillin. Pure plasmid was obtained using 

Qiagen Endofree Plasmid Maxi Kit. pCMV6-Neo-PAI1 plasmid DNA integrity was 

checked by agarose gel analysis after ApaLI digestion and confirmed by sequencing. 

HUVEC (passage 3) were transfected with pCMV6-Neo-PAI-1 plasmid using the Amaxa 

nucleofection method according to manufacturer’s instructions. Cells were cultured for 7 

days in complete medium supplemented with 100 µg/mL of G418. Clones were obtained 

after three passages and culture complete medium supplemented with 50 µg/mL of G418 

(Invitrogen). Overexpression of PAI-1 was confirmed by western-blot for each clone 

compared with control HUVEC used at the same passage.  

Clonogenic Assays 

The radiosensitivity of HUVEC overexpressing PAI-1 was assayed by clonogenic assay. 

Briefly, cells were seeded in six-wells culture plates (1000 cells /well) and, three hours 

after platting, were irradiated at different doses (1, 2, 3 and 4 Gy). Twelve days after 

irradiation, cells were fixed and stained with an absolute methanol solution containing 

0.25% crystal violet and 3 % paraformaldehyde. Colonies containing more than 50 cells 

were counted and surviving fraction was calculated according to the following formula: 

(Number colony counts / Number of cells plated) x (plating efficiency), where plating 

efficiency was defined as (Number colony counts) / (Number of cells plated for non-

irradiated controls). Surviving fraction at 2 Gy and survival curves were generated for 

each clone and for control HUVEC by combining data from two experiments with each 

experiment performed in triplicate.
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RNA Interference 

siRNA targeting PAI-1 was purchased from Dharmacon (Thermo Scientific). Cells were 

transfected with 100 nM of siRNA using Dharmafect as transfection reagent. Two days 

after transfection, cells were lysed for RNA and protein extraction as previously 

described. Knockdown efficiency was measured by real time PCR and western-blot. 

Western Blotting:  

Total proteins were extracted using RIPA buffer supplemented with phophatase and 

protease inhibitors. Protein concentration was determined using BCA assay (Sigma 

Aldrich) and equal amounts of protein were resolved by SDS-PAGE. The following 

protein-specific primary antibodies were used: anti-PAI-1 (Novocastra Laboratories Ltd, 

New Castle, UK), anti GAPDH (Biodesign). 

Statistical Analyses 

Data are expressed as mean ± SEM. Statistical significance was tested by ANOVA or 

Student’s t test with a level of significance of P<0.05. 

Results 

PAI-1 genetic deficiency is associated with reduced acute and late radiation-induced 

intestinal injury. 

In this study, we chose to use a model of localized irradiation of an intestinal 

segment. In this model, mRNA levels of actors involved in the plasminogen activation 

system were determined by real time PCR. Initiation of radiation-induced enteropathy in 

mice is associated with a strong up regulation of PAI-1 mRNA level and a slight up 

regulation of uPAR (Figure S1) with no modification of uPA and tPA. These results 

suggest that PAI-1 is the most potential actor of the plasminogen activation system 

involved in radiation-induced enteropathy. Radiation injury scoring system revealed that 

PAI-1 -/- mice are protected against radiation damages in both late and acute phases 

confirming previous results (Abderrahmani et al., 2009; Milliat et al., 2008) Figure 1A). 

Detailed analyses performed at 3 and 14 days showed that differences in radiation injury 

between Wt and PAI-1 -/- mice are strongly associated with protection of the mucosae 

(Figure 1B-C). This is confirmed with the quantification of mucosal integrity 3 days after 

irradiation, showing that the length of the crypt/villus axis is reduced in Wt but not in 

PAI-1 -/- mice (Figure 1D).    
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PAI-1 genetic deficiency is associated with reduced radiation-induced apoptosis in 

vivo.

Radiation induced apoptosis is a crucial event in acute effects of radiation. mRNA 

analyses determined in total intestinal tissues show that genetic deficiency of PAI-1 is not 

associated with differences in mRNA levels of apoptosis/survival-related genes such as 

Bax, caspase3, Bcl-2, Bcl-XL, Survivin, AKT1 or PTEN (Figure S2). Moreover, 

irradiation increases Bax and BCLXL mRNA levels and decreases survivin mRNA levels 

but no difference was observed between Wt and PAI-1 -/- mice (Figure S3). Irradiation 

has no effect on mRNA levels of caspase3, Bcl2, AKT1 and PTEN (Figure S3). These 

results obtained in global tissues suggest that differences between Wt and PAI-1 -/- mice 

in response to radiation injury are related to a specific compartment and not due to a 

global genetic-related effect. In order to evaluate the effect of PAI-1 deficiency in crypt 

epithelial cells death, E-Cadherine/TUNEL double immunostaining was performed 

(Figure 2A). The number of apoptotic epithelial cells per crypt section increases 4, 5 and 

24 hours after irradiation in both Wt and PAI-1 -/- and no difference was found between 

Wt and PAI-1 -/- mice at 4 and 24 hours. We observed a slight decrease in the number of 

apoptotic epithelial cells per crypt section for irradiated PAI-1 -/- compared with 

irradiated Wt mice for the 5 hours time point (Figure 2B-C). These results suggest that 

another radiosensitive compartment may be involved. Simple TUNEL staining was 

performed and results show that irradiation induces a significant increase in the number 

of TUNEL-positive cells in the villus lamina propria of Wt and PAI-1-/- mice with a 5.9-

fold increase at 4 hours and a 9-fold increase at 5 hours in wt mice, whereas there is only 

a 3.4-fold increase at 4 hours and a 4.7-fold increase at 5 hours in PAI-1-/- mice (Figure 

3B; p<0.05, between Wt and PAI-1 -/- mice). In order to determine the level of 

endothelial cells apoptosis, we performed a double staining of TUNEL and CD31 as a 

marker of endothelial cells. Apoptotic endothelial cells were identified by green nuclei 

surrounded by red CD31 staining (Figure 4A). Quantification of apoptotic endothelial 

cells in the lamina propria of the villus shows an increase of apoptotic endothelial cells 

4h and 5 h after radiation exposure in both strains but the effect is stronger (p<0.05) in 

Wt compared with PAI-1 -/- mice (Figure 4B-C). The percentage of apoptotic endothelial 

cells/total endothelial cells revealed that there are 35% and 37 % of endothelial cells 

undergoing apoptosis respectively 4 and 5 hours after radiation exposure in Wt mice, 

whereas there are only 7% and 11% of apoptotic endothelial cells in PAI-1-/- mice 

(Figure 4D). Moreover, PAI-1 genetic deficiency is associated with microvascular 
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endothelial cells damage, by decreasing the percentage of villi showing significant 

endothelial cell apoptosis (3 or more positive cells per villus) (Figure S4).  

PAI-1 genetic deficiency is associated with reduced radiation-induced microvascular 

injury.

Microvascular network density after irradiation was assessed using CD31 immunostainig 

and computerized by confocal microscopy (Fig 5A). Staining surfaces of CD31 were 

compared between the two irradiated groups and results show better microvascular 

density in PAI-1-/- mice compared with Wt mice (Fig 5B and 5C).  

PAI-1 -/- genetic deficiency in endothelial cells is associated with radiation resistance 

in vitro. 

ECs were prepared from Wt and PAI-1 -/- (Figure S5) and endothelial phenotype was 

confirmed by flow cytometry, immunohistochemistry and detection of a panel of 

endothelial specific transcripts by real time PCR (Figure S6 and S7). Interestingly, 

irradiation increases PAI-1 expression in Wt ECs. In order to assess ECs functionality 

after irradiation, Wt and PAI-1-/- cells were irradiated with 10 and 20 Gy in matrigel. 24 

hours after irradiation, PAI-1 -/- ECs are still able to form vascular-like networks whereas 

irradiation of Wt ECs is associated with reduced ability to form vascular-like networks 

(p<0.05 between Wt and PAI-1-/- cells after 20Gy; Figure 6A). To complete these results, 

ECs were plated on different coating to increase cell adhesion. One and two days after 20 

Gy irradiation, live cells were quantified and results showed that PAI-1 -/- ECs are more 

resistant than Wt ECs when cells were plated on vitronectin, Poly-L lysine, Poly-D lysine 

or Poly-L-Ornithine/laminin (Figure 6B).  

Overexpression or Knockdown of PAI-1 in human endothelial cells influences 

sensitivity to ionizing radiation. 

mRNA and protein levels of PAI-1 are rapidly increased after irradiation in HUVEC cells 

(figure S8). In order to know if PAI-1 plays a role in endothelial cells radiation 

sensitivity, stable HUVEC clones overexpressing PAI-1 were prepared. We obtained 

different clones overexpressing PAI-1 protein at different levels (Figure 7A-B). 

Clonogenic assays were performed on 3 different clones and results were compared to 

control HUVEC cells. Results show that overexpression of PAI-1 is associated with 

increased radiation sensitivity. Figure 7C shows that surviving fraction for each clone 
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decreases for irradiation doses from 0 to 4 Gy and figure 7D shows reduced surviving 

fraction at 2Gy in HUVEC overexpressing PAI-1 compared to control HUVECs. 

Knockdown of PAI-1 in human endothelial cells was performed using siRNA. Silencing 

efficiency was confirmed by real time PCR (Figure S9) and western blot (Figure S10). 

Western-blot experiments showed that PAI-1 siRNA blunts the radiation-induced 

overexpression of PAI-1. Silencing of PAI-1 is associated with an increase in the 

percentage of living cells 24h after irradiation compared to non targeting siRNA 

transfected cells (Figure 8).  

Discussion 

Radiation-induced intestinal side effects remain a problem in pelvic cancer 

treatment because of the lack of therapeutics existing to prevent and/or reduce damages 

(Andreyev, 2005). Most of experiments in models of radiation-induced intestinal damage 

were performed after total body irradiation (TBI) with or without bone marrow 

transplantation. In these models, endothelial and epithelial cells apoptosis are widely 

described to be crucial events in the initiation of gastrointestinal syndrome (GIS). It has 

been shown that endothelial cell apoptosis is the primary event initiating GIS in mice 

(Paris et al., 2001). Endothelial cells apoptosis occurs in the 4-6 hours following 

irradiation and precedes crypt epithelial clonogenic cell death phase. More recently, 

Rotolo et al. showed that bax-/- and bak -/- mice were rescued from GIS and 

demonstrated that bax and bak were non-redundant molecular actors involved in 

radiation-induced microvascular cell death but not in crypt stem cell death (Rotolo et al., 

2008). However, relative contribution of microvascular endothelium and clonogenic crypt 

cells in radiation-induced gastrointestinal syndrome is still a matter of debate. This 

controversy is born from the prevailing concept established for many years claiming that 

GIS was mainly due to the crypt stem and clonogenic cells death (Potten et al., 1994). 

After TBI, numerous studies showed that gastrointestinal syndrome is associated with 

endothelial cell death (Burdelya et al., 2008; Cho et al., 2004; Paris et al., 2001, Qiu, 

2008 #7, Bhanja, 2009 #26; Maxhimer et al., 2009). However, therapeutic strategies to 

rescue mice from GIS or transgenic mice protected from GIS are sometimes associated 

with endothelial protection (Cho et al., 2004; Maxhimer et al., 2009; Paris et al., 2001), 

epithelial protection (Bhanja et al., 2009; Qiu et al., 2008) or both (Burdelya et al., 2008). 

Finally, one group described no endothelial cell apoptosis in the intestine after a specific 

irradiation of the endothelium with intravascular boronated liposomes (Schuller et al., 
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2006; Schuller et al., 2007). However, technical difficulties and artifacts in 

immunohistochemistry detection of apoptotic cells on paraffin sections could explain in 

part the controversy (Brown, 2008; Gudkov and Gleiberman, 2008). Nevertheless, a lot 

of supportive evidence argues for a strong contribution of microvascular destruction in 

early intestinal radiation toxicity but the causal relationship between endothelial cell 

apoptosis, crypt cell apoptosis and consequent progression of intestinal damages is still 

unclear. 

Here we used a pertinent model of localized intestinal injury adapted to the study 

of acute and late effects (Milliat et al., 2008; Zheng et al., 2000). In this model we 

recently showed that PAI-1 pharmacological inhibition conferred temporary protection 

against early lethality and that PAI-1 genetic deficiency conferred complete protection 

(Abderrahmani et al., 2009). These results suggested that PAI-1 could be involved in 

radiosensitivity of microvascular and stem cells compartments. In the present work, 

immunohistochemical detection of apoptotic endothelial and epithelial cells was 

performed on frozen sections to avoid technical-dependent misinterpretation. In the 

model of radiation enteropathy, our results strongly support the concept that endothelial 

apoptosis is a key event involved in acute radiation intestinal injury and consequently in 

the progression of radiation-induced fibrosis. Reduced radiation-induced intestinal 

damage observed in PAI-1 -/- mice is associated with a strong reduction in endothelial 

cell death. This observation in vivo was confirmed in vitro with multiple approaches. 

First we show that, after irradiation, the functionality of murine endothelial cells isolated 

from PAI-1-/- mice aorta is preserved. Using a functional test that integrates different 

parameters such as the adhesion rate, the ability to proliferate, to migrate and the 

radiation-induced cell death test, we showed that PAI-1 -/- ECs are still able to form 

vascular-like tubes after irradiation. It has been shown that murine PAI-1-/- endothelial 

cells have enhanced rates of proliferation than Wt ECs and are more resistant to 

wortmanin-induced apoptosis (Balsara et al., 2006; Ploplis et al., 2004). Our results 

obtained in murine ECs platted on different surfaces coated with either vitronectin, Poly-

L-Ornithine/laminin, Poly-L-Lysine Poly-D-Lysine show that PAI-1 -/- ECs are more 

resistant to radiation-induced cell death than Wt ECs. Our results show that PAI-1 

directly influences survival of ECs and suggest that the differences in abilities of Wt and 

PAI 1 -/- ECs to form vascular-like networks can be due to both lower capacity of Wt 

cells to proliferate and higher levels of radiation-induced apoptosis. To complete these 

observations obtained in murine ECs cells, we have modulated PAI-1 gene expression in 
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HUVEC cells. With a classical test of radiosensitivity, we showed that overexpression of 

PAI-1 confers enhanced radiation sensitivity to the cells, and the surviving fraction is 

linked to the level of PAI-1 expression. In contrast, PAI-1 knockdown is associated with 

an increased rate of survival in HUVEC. Taken together, our results demonstrate that 

PAI-1 plays a key role in radiation-induced endothelial cell death and suggests that this 

contributes consequently to the progression of radiation-induced intestinal injury. PAI-1 

dependent mechanisms associated with pro-apoptosis or pro-survival pathways in 

irradiated endothelium are unknown and need further experiments.  

The role of PAI-1 in angiogenesis and apoptosis of vascular cells is controversial. 

PAI-1 is described as a pro-angiogenic (Bajou et al., 1998) or anti-angiogenic actor (Soff 

et al., 1995; Stefansson et al., 2001). Clearly, angiogenic effects of PAI-1 are dose-

dependent (Devy et al., 2002). At physiological concentration PAI-1 promotes 

angiogenesis whereas high concentrations of PAI-1 are anti-angiogenic. Concerning 

endothelial cell survival and/or apoptosis, it has been shown that PAI-1 deficient 

endothelial cells have enhanced Akt(Ser(P)473) activation due to enhanced inactivation of 

PTEN. This Akt hyperactivation is associated with increased levels of inactive caspase9 

and lower levels of active caspase3, thus render PAI-1 -/- ECs resistant to spontaneous 

apoptosis or chemical-induced pro-apoptotic signals (Balsara et al., 2006). Our results in 

vivo and in vitro support these observations. Moreover, PC-3 cells that conditionally 

expressed active PAI-1 regulated by doxycycline resulted in strong decreased tumour 

progression associated with destruction of tumour vascularization. The doxycycline-

induced PAI-1 pool anti-angiogenic effect is due to an early wave of apoptosis in tumor 

endothelial cells and this effect was described as vitronectin-dependent (Chen et al., 

2008). Our results demonstrate that PAI-1 genetic deficiency is associated with a strong 

anti-apoptotic effect on endothelial cells in the acute phase, with higher microvascular 

density and decreased radiation-injury score during acute, sub-acute and late phases of 

radiation enteropathy. These results indicate that radiation-induced overexpression of 

PAI-1 in ECs has pro-apoptotic effects and contributes to the destruction of 

microcirculation. Further experiments are necessary to explore molecular mechanisms 

involved and sequential involvement of PAI-1 in the initiation and progression of 

radiation-induced fibrosis. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

La radiothérapie est utilisée dans plus de 50% des protocoles anticancéreux. Chaque 

année, 200000 patients sont traités par radiothérapie seule ou en association avec la 

chimiothérapie et/ou la chirurgie. Les effets secondaires liés à ces traitements touchent 

donc un nombre important de patients chaque année. A cela, s’ajoutent les accidents de 

radiothérapie, tels que celui du centre hospitalier d’Epinal découvert en 2005. Entre 2004 

et 2005, 24 patients traités pour des cancers de la prostate ont été victimes d’un surdosage 

de radiothérapie lié à des erreurs d’utilisation de l’accélérateur. Les patients ont reçu des 

doses 20% supérieures à celles prescrites. Ces patients ont très rapidement développé des 

rectites radiques sévères. Beaucoup d’entre eux ont dû subir des colostomies et ont 

souffert de douleurs intenses, résistantes à la morphine. Tous ont présenté des effets 

secondaires graves et invalidants (incontinence anale ou vésicale), cinq en sont morts 

(Peiffert et al., 2007). Les effets secondaires des radiothérapies concernent tous les 

organes présents dans le champ d’irradiation. Selon le cancer à traiter, ils peuvent toucher 

la peau, les poumons, l’intestin grêle, le colon, le rectum etc. La moitié des patients 

traités par radiothérapie le sont pour des cancers de la sphère abdomino-pelvienne. Le 

tractus digestif, particulièrement radiosensible, peut se retrouver dans le champ 

d’irradiation dans le cas du traitement des cancers de la prostate ou du col de l’utérus. Il 

est donc très important de comprendre la radiopathologie des dommages intestinaux pour 

identifier de potentielles cibles thérapeutiques. Il n’existe pas à l’heure actuelle de 

traitement consensuel des lésions radio-induites. Les patients traités pour des cancers de 

la sphère abdomino-pelvienne reçoivent des traitements symptomatiques pour diminuer 

les diarrhées ou les douleurs abdominales par exemple. Devant ce manque d’outil 

thérapeutique, il est donc nécessaire de comprendre la physiopathologie de ces 

dommages dans le but d’améliorer la prise en charge des patients traités par radiothérapie 

et trouver des moyens de prévenir et/ou guérir les effets indésirables, sans interférer sur la 

destruction de la tumeur. Dans ce contexte, une des missions du laboratoire est de 

comprendre la physiopathologie des dommages radio-induits aux tissus sains, en 

particulier au niveau du tractus digestif. Une meilleure connaissance des mécanismes 

cellulaires et moléculaires impliqués dans la réponse des tissus aux rayonnements 

ionisants permettra d’identifier des cibles thérapeutiques potentielles pour prévenir et/ou 

guérir les effets secondaires. Dans cet objectif, il a été montré au laboratoire que 
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l’inhibiteur des activateurs du plasminogène de type-1 (PAI-1) joue un rôle important 

dans les dommages intestinaux radio-induits. En effet, les souris déficientes en PAI-1 

survivent à une irradiation localisée de l’intestin et développent moins de lésions que les 

souris normales (Milliat et al., 2008).  

Le premier objectif de ce projet de thèse a donc été de mettre en place une étude 

préclinique qui évalue l’effet d’un inhibiteur pharmacologique de PAI-1 sur la 

survie et le développement des lésions intestinales radio-induites. L’effet de cet 

inhibiteur a été comparé à la déficience génétique en PAI-1. 

Bénéfice transitoire de l’inhibition pharmacologique de PAI-1 par le PAI-039 sur les 

lésions intestinales radio-induites. 

PAI-1 possède des rôles pléiotropes : outre son action dans la fibrinolyse et la 

coagulation, il peut influencer la migration, l’angiogenèse et l’apoptose. Par ailleurs, les 

taux plasmatiques physiologiques de PAI-1 chez un individu sain sont très faibles. La 

protéine est majoritairement exprimée en conditions pathologiques, et est liée au 

développement de diverses pathologies vasculaires, métaboliques, fibrotiques ou 

cancéreuses. Comme décrit précédemment dans l’état de l’art, PAI-1 est considéré 

comme étant un facteur de mauvais pronostic dans de nombreux cancers. La 

surexpression de la protéine est souvent associée à un risque accru de développement 

métastatique. Au laboratoire, il a été récemment montré que PAI-1 joue un rôle dans le 

développement des lésions radio-induite au niveau des tissus sains. PAI-1 a donc un effet 

délétère au niveau des tissus non tumoraux. Cet effet différentiel au niveau des tumeurs et 

des tissus sains est très recherché pour développer des thérapies radio-protectrices, qui 

n’interfèreraient pas avec l’action anticancéreuse, voire la potentialiseraient. Pour ces 

raisons, PAI-1 nous semble donc être une cible thérapeutique très intéressante. 

Au moment où l’étude a été mise en place, l’inhibiteur choisi pour cette étude 

préclinique, le PAI-039 (Tiplaxtinin), produit par les laboratoires Wyeth, était la seule 

molécule pharmacologique disponible. Elle possède par ailleurs l’intérêt d’être 

administrable par voie orale. L’efficacité du PAI-039 a été vérifiée par dosage ELISA du 

PAI-1 actif dans les sérums des souris. Nous avons observé une diminution significative 

de son activité plasmatique dans le groupe de souris traité, ce qui montre que le 

traitement a bien été assimilé. Dans cette étude, nous avons observé un bénéfice 
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transitoire du traitement par le PAI-039 sur la survie des souris mais aucun effet au 

niveau histologique, sur les lésions radio-induites tardives. Les souris traitées irradiées 

meurent moins vite que les souris irradiées non traitées. Cependant, le même nombre de 

souris meurt dans les 10 jours qui suivent l’irradiation.  

La plupart des études qui ont utilisé cet inhibiteur montrent qu’il est efficace pour 

empêcher les thromboses veineuses. Ainsi, le PAI-039 diminue la taille des thrombus in 

vivo dans différents modèles animaux : chez le rat,  dans un modèle de lésion vasculaire 

induite par application de FeCl3 (Hennan et al., 2008) ou encore dans un modèle de 

thrombose veineuse induite par sténose (Baxi et al., 2008), chez la souris dans un modèle 

de thrombose veineuse hépatique induite par un inhibiteur de la NO synthase (L-NAME) 

(Smith et al., 2006), et chez le chien dans un modèle de thrombose de l’artère coronaire 

induite par une lésion électrolytique de la carotide (Hennan et al., 2005). Cette dernière 

étude montre qu’ex vivo, la fibrinolyse est accélérée par le traitement. Ces études 

soulignent que le traitement avec le PAI-039 n’affecte pas la coagulation. Globalement, 

ces travaux soulignent l’efficacité du PAI-039 dans des pathologies où le pool 

plasmatique de PAI-1 actif joue un rôle déterminant. 

Très peu de travaux ont étudié l’effet de l’inhibiteur PAI-039 dans des modèles 

d’atteintes tissulaires chroniques. Il a été montré que le PAI-039 prévient la formation de 

lésions vasculaires dans un modèle de remodelage aortique induit par l’angiotensine II 

chez la souris (Weisberg et al., 2005). Par ailleurs, Baxi et al ont montré chez le rat, dans 

le modèle de thrombose induite par une sténose vasculaire, que les effets du PAI-039 sont 

dose-dépendants : à de faibles doses (0,5 et 1mg/kg) le PAI-039 diminue la taille des 

thrombus mais n’a pas d’effet sur l’épaisseur de l’intima ou la fibrose. A une plus forte 

dose (10mg/kg), l’effet sur la taille des thrombus est moindre mais est associé à une 

diminution de l’épaisseur de l’intima et de la fibrose (Baxi et al., 2008).  

Dans notre étude, le fait que l’inhibiteur retarde transitoirement la mort des animaux 

traités par rapport aux animaux témoins mais n’ait pas d’effets sur les lésions tardives 

pose plusieurs questions et hypothèses. Il se pourrait que PAI-1 joue des rôles différents 

dans les phases aigues et tardives qui suivent l’irradiation, ou bien que différents pools de 

PAI-1 dans différents compartiments tissulaires seraient impliqués dans l’initiation et la 

progression des dommages radio-induits. PAI-1 est présent sous forme libre ou lié à 

d’autres protéines comme uPA ou la vitronectine, son cofacteur. Il a été montré que 

l’inhibiteur PAI-039 n’est pas efficace sur le PAI-1 lié à la vitronectine (Gorlatova et al., 

2007; Leik et al., 2006). En effet, l’épitope de la protéine auquel se lie l’inhibiteur est très 
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proche du site d’interaction de PAI-1 et de la vitronectine. Les auteurs ont montré qu’une 

pré-incubation de PAI-1 avec le PAI-039 in vitro empêche l’interaction avec la 

vitronectine. Réciproquement, l’inhibiteur n’est pas capable de lier PAI-1 lorsqu’il a été 

pré-incubé avec la vitronectine. Les interactions entre PAI-1 et le PAI-039 ou la 

vitronectine sont mutuellement exclusives (Gorlatova et al., 2007). L’inhibiteur PAI-039 

n’est donc pas capable d’inhiber PAI-1 lorsque celui-ci est lié à la vitronectine. La liaison 

de PAI-1 à son cofacteur stabilise la protéine dans sa forme active et augmente sa demi-

vie de 1-2 heures à 4-6 heures. Dans la matrice extracellulaire PAI-1 est majoritairement 

complexé à son cofacteur. Ceci pourrait expliquer le manque d’efficacité de l’inhibiteur 

sur les lésions histologiques observées.  

Différents travaux ont montré qu’une inhibition de l’expression de PAI-1 limite le 

développement de lésions de type fibrotiques in vivo. Une étude décrit que l’utilisation de 

petites séquences ADN (DNA enzyme) sont capables de se lier à l’ARNm de PAI-1, 

peuvent dégrader les messagers et empêcher l’expression de la protéine au niveau 

tissulaire. L’injection de ces séquences ADN après angioplastie chez le rat limite 

l’hyperplasie néointimale et l’accumulation de fibrine dans la lumière et la média. Les 

auteurs décrivent aussi une diminution de la prolifération et migration de cellules 

musculaires lisses dans le vaisseau et montrent que le traitement prévient la sténose de 

l’artère (Witkowski et al., 2007). Paradoxalement, Wu et al ont montré récemment dans 

un modèle de lésion de la carotide induite par un ballon d’angioplastie chez le rat, que 

l’injection d’un recombinant de PAI-1 humain inhibe l’hyperplasie intimale suggérant 

que les surexpressions de PAI-1 observées dans la plupart des maladies vasculaires ne 

sont pas la cause des hyperplasies néointimales (Wu et al., 2009). Par ailleurs, dans un 

modèle de glomérulonéphrite chez le rat, l’équipe de N.A. Noble a montré que 

l’utilisation d’un mutant de PAI-1, non inhibiteur, mais capable de se lier à la 

vitronectine, en compétition avec le PAI-1 endogène, limite la glomérulosclérose. Ce 

mutant de PAI-1 diminue les dépôts de matrice (Huang et al., 2003), en partie en 

augmentant la génération de plasmine et donc en stimulant la dégradation matricielle 

plasmine dépendante (Huang et al., 2006). Enfin, Izuhara et al ont identifié et testé chez 

le rat un inhibiteur pharmacologique (actif par voie orale) de PAI-1, le TM5007. Cet 

inhibiteur se lie à PAI-1 sur le même site que le PAI-039. Ils ont cependant réussi à 

montrer un bénéfice du traitement non seulement sur la thrombose induite par le FeCl3, 

mais aussi sur la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (Izuhara et al., 2008). 

Enfin, une autre étude a montré très récemment le bénéfice thérapeutique de l’inhibition 
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de PAI-1 dans ce modèle de fibrose pulmonaire, chez la souris. Les souris ont été traitées 

avec des siRNA dirigés contre PAI-1, administrés de facon répétées en intranasal pendant 

la phase inflammatoire ou la phase fibrotique. Dans les deux cas, le traitement diminue 

significativement la fibrose (Senoo et al., 2010). PAI-1 reste donc une cible thérapeutique 

intéressante, d’autant qu’il a été montré au laboratoire que la déficience totale en PAI-1 

protège les souris de la mort et des lésions radio-induites (Milliat et al., 2008). 

Ces différents travaux montrent que la stratégie d’inhibition de PAI-1 dans les 

pathologies fibrotiques peut-être efficace. Compte tenu des propriétés d’inhibition du 

PAI-039, et du bénéfice transitoire observé dans notre modèle, l’intérêt de cette stratégie 

thérapeutique dans la protection des dommages radio-induits ne peut pas aujourd’hui 

être remis en question.  

Il serait alors intéressant de tester de nouveaux inhibiteurs de PAI-1, qui présentent une 

efficacité d’inhibition plus grande. Depuis notre étude, de nouveaux inhibiteurs 

pharmacologiques ont été synthétisés, mais tous ne possèdent pas la capacité d’inhiber 

PAI-1 lorqu’il est lié à la vitronectine. En effet, le PAI-749 (Wyeth), qui possède une 

meilleure efficacité inhibitrice que le PAI-039, présente cependant les mêmes limites que 

le PAI-039 en ce qui concerne le pool de PAI-1 lié à la vitronectine (Gardell et al., 2007). 

Par contre, le S35225 (Servier) semblerait être capable d’inhiber le complexe PAI-1-

Vitronectine (Rupin et al., 2008). A ce jour, très peu de travaux utilisant ces molécules 

ont été publiés. Dernièrement, une équipe a caractérisé une nouvelle classe d’inhibiteurs 

10 à 1000 fois plus efficaces que les inhibiteurs existants. Le plus efficace de la série, le 

CDE-066 possède un IC50 de 10nM contre 10µM pour le PAI-039. Les auteurs ont 

montré que cet inhibiteur est efficace ex vivo et in vivo (en injection intraveineuse), et est 

capable d’inhiber PAI-1 lorsqu’il est lié à la vitronectine (Cale et al., 2010). Une autre 

alternative serait d’utiliser des anticorps monoclonaux dirigés contre PAI-1. Il a été 

montré que la spécificité et l’efficacité des anticorps monoclonaux inhibiteurs est plus 

grande que celles des composés pharmacologiques (Verbeke et al., 2004). Il sera donc 

intéressant d’étudier les effets d’une injection d’anticorps neutralisant de PAI-1 à des 

souris sauvages avant et/ou après irradiation localisée de l’intestin et d’étudier les effets 

sur la survie des souris et le développement des lésions radio-induites. Dans cette 

perspective, le laboratoire a organisé une collaboration avec l’équipe du Pr P. Declerck de 

l’Université Catholique de Louvain (Belgique), qui produit et caractérise les anticorps. Si 



Discussion et perspectives  

149

l’utilisation de ces anticorps en préventif montre un réel bénéfice sur la survie et le 

développement des dommages au niveau intestinal, il sera intéressant d’étudier leur effet 

sur des lésions déjà établies, dans un but curatif. Il s’agirait d’irradier les souris, puis 

d’injecter les anticorps à différents stades de développement des lésions, et observer si le 

traitement peut réverser une fibrose établie.  

Il faut cependant prendre en compte que l’équipe de P. Declerck a récemment mis en 

évidence des différences de structure de PAI-1 entre les espèces. L’identité de séquence 

amino-acide entre le PAI-1 humain et le PAI-1 murin est de 78,9% (Dewilde et al., 

2010). Même si les propriétés de la protéine sont comparables selon les espèces (Xu et 

al., 2004), il a été montré que l’affinité ou l’efficacité des inhibiteurs chimiques pour la 

protéine n’est pas la même selon qu’il s’agit du PAI-1 humain ou murin (Cale et al., 

2010). Il semble en être de même pour les anticorps neutralisants. Par exemple, Gils et al 

ont montré que l’anticorps MA-159M12 inhibe PAI-1 chez le rat en accélérant la 

conversion de la protéine de sa forme active vers sa forme latente. L’anticorps MA-31C9 

est dirigé contre la même région de PAI-1, chez l’homme, cependant, il n’exerce aucun 

effet inhibiteur. Ces deux anticorps, dirigés contre la même région de la protéine ont donc 

des effets divergents selon l’espèce. L’introduction de la séquence reconnue par le MA-

159M12 dans un recombinant de PAI-1 humain entraine une très faible interaction de cet 

anticorps avec la protéine humaine (Gils et al., 2009), L’anticorps de rat MA-159M12 

semble avoir une affinité limitée pour le PAI-1 de souris. Cependant, l’insertion d’une 

proline dans l’épitope de la protéine de souris reconnu par l’anticorps est suffisante pour 

augmenter l’affinité de l’anticorps monoclonal et inhiber PAI-1 (Dewilde et al., 2010). 

L’équipe de P. Declerk a comparé les structures des PAI-1 humain et de souris et a 

identifié 3 régions avec des différences structurales majeures.  

Les résultats qui seront alors observés dans notre modèle murin d’atteinte intestinale 

radio-induite devront être interprétés avec précaution, car le site d’interaction d’un 

composé inhibiteur peut être différent dans deux protéines orthologues. Le choix de 

l’inhibiteur devra donc prendre en compte ces différences de structure entre les protéines 

humaines et murines. Cependant, ces résultats apporteront très probablement des 

éléments de réponse intéressants quant au rôle de PAI-1 dans la physiopathologie des 

dommages radio-induits. 

La déficience en PAI-1 protège des lésions radio-induites in vivo 
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Dans ce premier article, nous avons comparé l’inhibition pharmacologique de PAI-1 à la 

déficience totale de la protéine. Contrairement au peu d’effet observé avec l’inhibiteur 

dans les temps tardifs, la déficience génétique en PAI-1 protège les souris de la mort et 

des dommages tissulaires. Ces observations sont cohérentes avec celles faites dans 

d’autres études montrant que les souris PAI-1-/- sont protégées des lésions fibrotiques. Il a 

en effet été montré que la déficience en PAI-1 protège du développement de fibroses 

vasculaires (Kaikita et al., 2001; Kaikita et al., 2002) ou pulmonaires (Eitzman et al., 

1996). De plus, nos résultats confirment les précédents résultats du laboratoire qui 

montrent que, après irradiation localisée de l’intestin,  les souris déficientes en PAI-1 

survivent et présentent une meilleure fonctionnalité intestinale que les souris sauvages 

(Milliat et al., 2008) (Figure23). 

Figure 23 : Courbes de survie des souris sauvages (PAI-1+/+) et PAI-1-/- dans le modèle d’anse 

extériorisée. 

P= 0,005 versus les trois autres groupes. (Milliat et al., 2008). 

La seconde partie de ce travail visait à améliorer nos connaissances sur le rôle de PAI-1 

dans les lésions radio-induites, en particulier dans les phases précoces de la pathogénèse 

de ces dommages. Le fait que les courbes de survie des souris sauvages irradiées et PAI-

1-/-  irradiées se décrochent très tôt après irradiation (2 jours) suggère que PAI-1 intervient 

dans les étapes précoces qui suivent l’irradiation (Figure 23). Comme décrit dans 

l’introduction, la pathogénèse des lésions intestinales radio-induite fait intervenir 

différents compartiments cellulaires. De plus en plus, on considère que la 

physiopathologie de ces dommages est un continuum d’évènements qui aboutit à 

l’établissement d’une fibrose. Parmi les évènements précoces, l’apoptose des cellules les 

plus radiosensibles, les cellules épithéliales des cryptes et les cellules endothéliales 
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microvasculaires sont des évènements déterminants, en particulier dans les modèles de 

syndrome gastro-intestinal (Paris et al., 2001; Potten, 1977). 

Le deuxième objectif a donc été de déterminer si la différence de survie après 

irradiation entre les souris sauvages et PAI-1-/- est associée à une différence de 

radiosensibilité des ces compartiments radiosensibles. Nous avons pu montrer par 

immunohistochimie dans notre modèle d’irradiation, une différence importante du taux 

de cellules apoptotiques dans la lamina propria des villosités, et nous avons mis en 

évidence par double marquage une augmentation significative de l’apoptose des cellules 

endothéliales après irradiation. En effet, 35 à 40% des cellules endothéliales de la lamina 

propria des villosités sont positives au marquage TUNEL dans les échantillons de souris 

sauvages contre seulement 5 à 10% chez les souris déficientes en PAI-1. De plus, nous 

avons quantifié l’apoptose dans les sections de cryptes : l’apoptose augmente 

significativement 4, 5 et 24h après irradiation, mais nous n’avons noté aucune différence 

significative entre les groupes de souris sauvages et PAI-1-/- 4 heures et 24 heures après 

irradiation. Ces résultats suggèrent donc que, dans notre modèle et nos conditions 

expérimentales, PAI-1 joue principalement un rôle dans la mort des cellules 

endothéliales.  

Depuis les travaux de Paris et al en 2001, plusieurs études tendent à justifier l’hypothèse 

que l’apoptose des cellules endothéliales est l’évènement déterminant de l’initiation des 

dommages radio-induit et de la survenue du syndrome gastro-intestinal. En 2008, la 

même équipe publie un nouvel article qui montre que Bak et Bax, deux protéines pro-

apoptotiques impliquées dans la mort radio-induite des cellules endothéliales mais pas 

des cellules epithéliales et que les souris Bak-/- et Bax-/- sont protégées du syndrome 

gastro-intestinal (Rotolo et al., 2008). La polémique autour de ce concept divise encore 

les radiobiologistes travaillant dans ce domaine. En 2007 l’équipe de Coderre conteste 

même la présence de cellules apoptotiques dans la lamina propria des villosités 

intestinale, et ce, même après des doses d’irradiation allant jusqu’à 30Gy. Les auteurs ont 

montré que peu de cellules endothéliales présentent un comarquage du TUNEL et de 

CD31 (Schuller et al., 2007). Ils montrent de plus que de nombreuses cellules 

apoptotiques semblent être des cellules myofibroblastiques car positives à l’�-sma. Enfin, 

ils soulignent la présence de faux positifs dus à l’autofluorescence de certaines cellules 

sanguines, en particulier des érythrocytes. Cet article a fait l’objet d’une controverse 

intéressante quelques mois après, sous forme de lettres à l’éditeur. Pour tenter de résoudre 



Discussion et perspectives  

152

ce désaccord, Gudkov et al ont fait une comparaison d’échantillons d’intestins de souris 

irradiées en corps entier inclus en paraffine provenant des laboratoires de R. Kolesnick et 

J.A. Coderre et incluant des échantillons préparés dans leur propre équipe. Ils ont observé 

une augmentation significative du nombre de cellules apoptotiques dans la lamina propria 

des villosités après une irradiation corps entier de 12-16 Gy, avec une proportion 

importante de cellules endothéliales, y compris sur les échantillons provenant du 

laboratoire de J.A. Coderre (Gudkov and Gleiberman, 2008). Ces résultats suggèrent 

fortement qu’il existe des différences techniques entre les laboratoires quant à 

l’identification des cellules endothéliales apoptotiques en immunohistochimie. Hendry et 

al ont également répondu dans cette section à controverse par une lettre qui n’apporte pas 

beaucoup d’éléments nouveaux, mais soulignant que, dans une précédente étude, ils 

n’avaient pas ou peu observé de cellules endothéliales TUNEL positives dans leurs 

échantillons d’intestins irradiés (Hendry et al., 2008; Potten, 2004). Dans l’article de 

Rotolo et al décrit ci-dessus, les auteurs soulignent les difficultés techniques que 

présentent l’hybridation TUNEL, et le problème du démasquage des épitopes (Rotolo et 

al., 2008). D’une manière générale, les auteurs s’accordent pour dire que la technique 

présente des limites. L’équipe de Coderre se défend cependant en soulignant le fait qu’ils 

n’ont aucun mal à identifier les cellules épithéliales apoptotiques sur les mêmes 

échantillons. De notre côté, nous avions testé le marquage TUNEL sur des coupes 

d’intestin irradiés inclus en paraffine. Nous avons noté un grand nombre de faux négatifs 

notamment au niveau des cryptes : de nombreuses cellules présentant des noyaux 

condensés et pycnotiques n’étaient pas marquées avec le TUNEL. Dans ce contexte et 

pour éviter les artéfacts, nous avons opté pour la cryopréservation de nos échantillons, ce 

qu’aucune des autres équipes n’a fait jusqu’à présent. Cette méthode ne présente pas les 

désavantages d’une fixation du tissu par le formaldéhyde et préserve les sites à révéler 

par hybridation in situ ou immunomarquage. Nous évitons ainsi de sous estimer le taux 

d’apoptose après irradiation, mais aussi les problèmes d’autofluorescence, très fréquents 

sur des échantillons inclus en paraffine. 

Nous avons ainsi montré que la microvascularisation intestinale subit des pertes 

cellulaires importantes. Pour estimer l’impact de l’apoptose radioinduite sur l’architecture 

des microvaisseaux, nous avons évalué la densité du réseau microvasculaire dans la 

lamina propria des villosités 24 heures après irradiation, dans les groupes de souris 

sauvages et PAI-1-/-. Grâce à un marquage immunohistochimique de CD31 sur des 

coupes épaisses d’intestin, nous avons pu mettre en évidence que la microvascularisation 
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est mieux conservée chez les souris PAI-1-/- que chez les souris sauvages après 

irradiation. La perte de cellules endothéliales par apoptose après irradiation aurait donc 

pour effet une diminution de la densité du réseau microvasculaire dans la lamina propria. 

Or la diminution du réseau vasculaire peut avoir des conséquences physiologiques 

importantes sur l’homéostasie du tissu, car cela peut entrainer une diminution de l’apport 

en oxygène et nutriments, indispensables au bon fonctionnement d’une cellule.  

Se pose alors la question de savoir quel est le taux d’apoptose minimum qui conduit à une 

perte significative de la densité microvasculaire in vivo. Dans ce contexte, il est 

intéressant de souligner qu’une étude a montré par une approche expérimentale couplée à 

une modélisation mathématique, qu’il existe un taux d’apoptose minimum et nécessaire 

pour une diminution significative de la densité microvasculaire (Dong et al., 2007). Les 

auteurs ont préparé des clones stables de cellules microvasculaires de derme (HDMEC) 

exprimant de façon inductible la caspase-9 (vecteur iCaspase-9). Ils ont greffé des 

implants de matrigel contenant différents ratios de cellules contenant le vecteur vide ou le 

vecteur iCaspase-9 sous la peau de souris SCID. Onze jours après la greffe (temps 

nécessaire pour la formation de vaisseaux fonctionnels), ils ont injecté la substance 

inductrice (AP20187) et les implants de matrigel ont été prélevés pour une étude 

immunohistochimique, dans laquelle le nombre de microvaisseaux a été quantifié. Cette 

étude montre que la mort de seulement 22% des cellules endothéliales est nécessaire et 

suffisante pour diminuer la densité microvasculaire, et donc perturber l’homéostasie d’un 

tissu. Dans notre modèle, nous montrons que 35 à 40% des cellules endothéliales meurent 

chez les souris témoins, et qu’il y a moins de 10% d’apoptose dans les cellules 

endothéliales chez les souris PAI-1-/-. Ces taux sont corrélés a des scores tissulaires 

d’atteinte radio-induite plus importants chez les souris sauvages que chez les souris PAI-

1-/-. Nos résultats seraient donc cohérents avec ceux décrits dans cette étude, si l’on 

considère que le modèle qu’ils ont utilisé est applicable quel que soit le facteur 

déclenchant l’apoptose.  

Cependant, pour conclure de manière plus rigoureuse sur la préservation de l’intégrité 

vasculaire chez les souris PAI-1-/-, il serait intéressant de compléter l’étude par une 

mesure de la perméabilité vasculaire. En effet, au-delà de la perte cellulaire, l’irradiation 

induit une perméabilisation des microvaisseaux, qui permet le passage de protéines 

sériques, et l’infiltration tissulaire de cellules, dont les cellules inflammatoire. Une 

conservation de l’intégrité vasculaire chez les souris PAI-1-/- supposerait donc une 

diminution de la perméabilité radio-induite. Pour vérifier cela, des tests de perméabilité 
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avec des injections intraveineuses d’encre de chine ou de lectines fluorescentes avant le 

sacrifice des animaux et l’évaluation de leur diffusion dans le tissu permettraient de 

répondre à cette question.  

Notre étude in vivo montre donc que PAI-1 joue un rôle important dans l’initiation et le 

développement des dommages intestinaux radio-induits. PAI-1 joue un rôle dans 

l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales, cependant, les mécanismes mis en jeu 

sont peu clairs.  

Nous avons quantifié l’expression génique des acteurs du système d’activation du 

plasminogène sur des échantillons d’intestin. L’irradiation induit une très forte 

augmentation de l’expression de PAI-1 dans le tissu, ce qui est cohérent avec les 

précédentes études du laboratoire (Milliat et al., 2008). L’irradiation ne module pas 

l’expression génique des activateurs du plasminogène uPA et tPA. Cependant, on observe 

une surexpression du gène du récepteur uPAR après irradiation chez les souris sauvages 

et PAI-1-/-. Il a été montré dans la littérature que l’hypoxie peut induire l’expression 

d’uPAR in vitro dans les cellules endothéliales humaines (HUVECs) (Graham et al., 

1998). Cette surexpression favoriserait l’activité d’uPA au niveau des membranes 

plasmiques et donc le détachement de la cellule, notamment pour lui permettre de migrer. 

Nous pourrions supposer que la surexpression radio-induite d’uPAR au niveau de 

l’intestin irradié pourrait être due à la situation d’hypoxie tissulaire générée par 

l’irradiation. Mais le fait qu’on n’observe pas de différence entre les groupes de souris 

irradiées sauvages et PAI-1-/- ne nous permet pas de conclure quant au rôle de cette 

protéine. Il serait important d’approfondir ces résultats par des quantifications protéiques 

au niveau des tissus. 

En ce qui concerne le rôle du système d’activation du plasminogène, il serait très 

intéressant de savoir si la différence d’apoptose au niveau des microvaisseaux des 

villosités pourrait être due en partie au fait que les souris PAI-1-/- forment moins de 

thrombus. En effet, l’irradiation induit l’activation des cellules endothéliales qui 

acquièrent un phénotype pro-thrombotique. La formation de thrombus dans les 

microvaisseaux induit une hypoxie tissulaire qui peut induire la mort cellulaire, les souris 

PAI-1-/- en seraient donc potentiellement protégées. Une meilleure perfusion des tissus 

chez les souris déficientes en PAI-1 entrainerait donc moins d’hypoxie au niveau de la 

lamina propria et pourrait y diminuer les taux d’apoptose, y compris au niveau des 

cellules endothéliales. Nous pourrions tenter de répondre à cette question, d’une part en 

dosant l’activité des activateurs du plasminogène, ou de la plasmine par ELISA, et 
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d’autre part en faisant des tests ex vivo de lyse de caillots par des plasmas de souris 

sauvages et PAI-1-/- irradiés. Il serait également intéressant d’évaluer l’hypoxie tissulaire 

chez les souris PAI-1-/- irradiées par rapport aux souris sauvages irradiées. 

Par ailleurs, nous avons quantifié l’expression génique de nombreux acteurs de voies de 

signalisation dans nos échantillons d’intestins prélevés 4, 5 ou 24h après irradiation. Nous 

avons évalué l’expression génique de certains acteurs des voies de signalisation 

apoptotiques et de survie tel que les facteurs pro-apoptotiques Bax ou Fas-L, la caspase-

3, les facteurs anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xl, et les facteurs de voies de survie, tels que 

Akt, PTEN, ou la Survivine. Cependant, si l’irradiation module l’expression de certains 

de ces gènes (up-régulation de Bax, diminution de l’expression de la Survivine), nous 

n’avons noté aucune différence significative en terme d’expression génique entre les 

souris sauvages et PAI-1-/- irradiées. Ces résultats ne peuvent pas en l’état nous permettre 

de conclure sur les mécanismes cellulaires impliqués dans la mort des cellules 

endothéliales, dans lesquels PAI-1 pourrait avoir un rôle. Les PCR quantitatives ont été 

faites sur des tissus totaux. On ne peut donc pas exclure que des différences d’expression 

génique ne soient pas visibles du fait des différents types cellulaires présents. Nous ne 

pouvons pas non plus exclure le fait que la quantification génique à ces temps pourrait 

être trop tardive pour expliquer une différence entre les groupes de souris sauvages et 

PAI-1-/-. En effet, l’effet biologique (c'est-à-dire l’apoptose radio-induite des cellules 

endothéliales) est déjà visible 4h après irradiation. Il serait donc intéressant de faire les 

mêmes quantifications à des temps plus précoces (1 à 2 heures après irradiation par 

exemple).  

Les résultats obtenus in vivo confirment donc notre hypothèse selon laquelle PAI-1 joue 

un rôle clef dans les étapes précoces qui suivent l’irradiation. De plus, ils viennent 

soutenir le concept qui accorde à l’endothélium un rôle important dans l’initiation et la 

progression des dommages intestinaux radio-induits.  

Le modèle de souris knock-out a pu nous permettre de mettre en évidence un rôle 

important de PAI-1 dans la pathogénèse des dommages radio-induits au niveau de 

l’intestin. Cependant, il ne peut pas nous permettre de répondre aux interrogations quant 

au rôle exact de l’endothélium dans l’initiation et la progression des lésions intestinales 

radio-induites. En effet, même si PAI-1 est très fortement exprimé par les cellules 

endothéliales, de nombreux autres types cellulaires sont capables de l’exprimer, tels que 
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les cellules musculaires lisses et les autres cellules mésenchymateuses. On ne peut donc 

pas discriminer la part du rôle de l’endothélium de celle des autres compartiments. Une 

des principales perspectives pour mieux comprendre le rôle de l’endothélium dans la 

pathogénèse des dommages radio-induits et mettre en évidence un lien de causalité entre 

les dommages aigus et les conséquences tardives sera la création d’une lignée de souris 

transgéniques présentant une déficience conditionnelle de PAI-1 au niveau de 

l’endothélium, grâce à la technologie Cre-Lox. Dans ce modèle de souris transgénique, 

l’inactivation de PAI-1 pourra se faire de façon spatio-temporelle. Il y aura un contrôle 

temporel car l’expression de la Cre-recombinase sera induite par injection de tamoxifen, 

et un contrôle spatial car le gène de la Cre-recombinase sera précédé d’un promoteur 

spécifique des cellules endothéliales, permettant son expression uniquement dans 

l’endothélium. Il s’agira donc d’étudier l’effet de l’extinction de ce gène à différent 

moments du développement des lésions. Aux temps précoces, il sera intéressant de 

quantifier l’expression radio-induite de PAI-1 pour estimer le taux d’expression de la 

protéine par les autres types cellulaires, et de quantifier l’apoptose radio-induite des 

cellules endothéliales et épithéliales. 

PAI-1 influence la radiosensibilité des cellules endothéliales de souris in vitro. 

En parallèle de cette étude in vivo, nous avons mis en place des modèles de culture de 

cellules endothéliales pour tenter de comprendre les mécanismes mis en jeu dans la 

différence de radiosensibilité entre les cellules endothéliales de souris sauvages et PAI-1-

/-. Pour cela, nous avons isolé des cellules endothéliales d’aortes de souris sauvages et 

PAI-1-/-. Nous avons montré que les cellules endothéliales PAI-1-/- sont capables de 

former plus de réseaux vasculaires sur Matrigel que les cellules endothéliales de souris 

sauvages après irradiation. Ce test de fonctionnalité intègre plusieurs paramètres : pour 

former des réseaux en Matrigel, les cellules doivent être capables de proliférer, migrer et 

résister à la mort radio-induite. Nous ne pouvons pas discriminer la part de chaque 

phénomène dans ce test. Cependant, il a été montré que les cellules endothéliales PAI-1-/-

présentent des taux de prolifération supérieurs aux cellules endothéliales de souris 

sauvages et qu’elles sont plus résistantes à l’apoptose induite par la wortmanine (Balsara 

et al., 2006; Ploplis et al., 2004). Ce résultat montre donc que PAI-1 influence la 

radiosensibilité des cellules endothéliales.  
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Pour étudier le rôle de PAI-1 sur la survie cellulaire, nous avons quantifié le nombre de 

cellules vivantes adhérentes dans les boites de culture après une irradiation à 20Gy. Au 

départ, des expérimentations ont été réalisées sur des cultures de cellules ensemencées 

directement sur le plastique des boites de culture. Des résultats préliminaires avaient ainsi 

été obtenus mais qui ne se sont pas avérés reproductibles, du fait d’une mauvaise 

adhésion des cellules endothéliales de souris sauvages et PAI-1-/-. Pour pallier à ce 

problème, nous avons utilisé des « coating » qui favorisent l’adhésion des cellules, tels 

que la poly-lysine, la poly-ornithin/laminin qui apportent une charge globale positive à la 

surface de la boite de culture et favorise l’adsoption de protéine sérique et matricielles. 

Nous avons également cultivé nos cellules sur vitronectine, composant de la matrice 

extracellulaire qui interagit avec les intégrines et PAI-1. Plusieurs études in vitro sur 

cellules endothéliales primaires utilisent ce support pour étudier la prolifération et 

l’apoptose (Ploplis et al., 2004; Prager et al., 2009). Les résultats montrent que, après 

irradiation à 20Gy, le pourcentage de cellules adhérentes vivantes est supérieur dans les 

cultures de cellules endothéliales de souris PAI-1-/- que dans les cultures de cellules 

endothéliales de souris sauvages.  

De plus, nous avons étudié l’effet d’une modulation de l’expression de PAI-1 dans les 

cellules endothéliales. Les cellules endothéliales murines étant trop fragiles pour subir 

une transfection de vecteur d’expression ou de siRNA, nous avons choisi d’utiliser des 

cellules endothéliales primaires humaines (HUVECs). Nous avons ainsi généré des 

clones stables d’HUVECs en transfectant les cellules avec un vecteur d’expression de 

PAI-1 contenant un gène de résistance à la néomycine et en sélectionnant les clones ayant 

intégré le plasmide avec un antibiotique (G418). Les cinq clones obtenus présentent des 

taux d’expression croissants de PAI-1. Nous avons effectué des tests de clonogénicité sur 

trois de ces cinq clones, et nous montrons que la radiosensibilité de ces clones est 

inversement corrélée au taux d’expression de PAI-1. Plus la cellule exprime PAI-1, plus 

elle est sensible à l’irradiation.  

D’autre part, nous avons évalué l’effet d’une inhibition de l’expression de PAI-1 par la 

technique d’interférence ARN et nous avons pu montrer par comptage que l’irradiation 

diminue la proportion de cellules vivantes adhérentes dans les cultures transfectées par 

des siRNA contrôle, alors que les cellules dans lesquelles on inhibe l’expression de PAI-1 

avec les siRNA-PAI-1 résistent à l’irradiation. 
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Ces résultats préliminaires montrent que PAI-1 joue un rôle délétère sur les cellules 

endothéliales en augmentant leur sensibilité à l’irradiation. De plus, ils sont en 

corrélation avec nos observations in vivo et avec les travaux publiés par l’équipe de V. 

Poplis. 

Cependant, il sera important de quantifier la part d’apoptose radio-induite dans ces 

différentes cultures par des marquages TUNEL ou encore du subG1 (quantification des 

cellules subdiploïdes), mais aussi par western blot pour mettre en évidence la potentielle 

activation des caspases (protéases initiatrices et effectrices de l’apoptose). 

Balsara et al ont montré que les cellules endothéliales PAI-1-/- résistent à l’apoptose 

induite par la wortmanine, alors que les cellules endothéliales de souris sauvages 

meurent. D’après ces travaux, les cellules endothéliales PAI-1-/- présentent une activation 

soutenue de la voie de survie PI3K/Akt comparé aux cellules endothéliales de souris 

sauvages (Balsara et al., 2006). Comme décrit dans l’introduction, le rôle de PAI-1 dans 

l’apoptose est peu clair. Selon les études, la protéine est décrite comme étant pro- ou anti-

apoptotique. Les mécanismes reliant PAI-1 à l’apoptose ne sont pas connus, cependant 

plusieurs hypothèses ont été formulées (Figure 24).

Figure 24 : Régulation de l’apoptose par PAI-1 : hypothèses.  

d’après (Balsara et al., 2006)
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La présence de PAI-1 induit la formation d’un complexe PAI-1-uPA-uPAR-LRP, qui est 

internalisé, PAI-1 et uPA sont dégradés et les récepteurs sont recyclés. Il est connu que le 

complexe uPA-uPAR peut activer la voie de survie PI3K/Akt. Or la présence de PAI-1 

induit l’interaction avec LRP et l’internalisation du complexe. Cette internalisation 

pourrait donc abroger les signaux de survie. Par ailleurs, la formation du complexe PAI-

1-uPA-uPAR-LRP pourrait induire des voies de signalisation apoptotiques ou de survie. 

D’autres hypothèses existent selon lesquelles l’interaction de PAI-1 avec son cofacteur la 

vitronectine empêcherait l’adhésion cellulaire via les intégrines et induirait la perte des 

signaux de survie régulés par les intégrines et induire l’anoïkis. Enfin, il a été décrit que 

PAI-1 pourrait interagir directement avec la caspase-3 et inhiber son activité (Chen et al., 

2004). 

Même si les mécanismes impliqués sont encore peu clairs, PAI-1 interviendrait, d’une 

manière générale, dans la régulation de la balance mort-survie. Nos résultats étant 

cohérents avec ceux de l’équipe de V. Ploplis, il sera intéressant d’étudier l’éventuelle 

implication de la voie PI3K/Akt dans la résistance à l’irradiation des cellules PAI-1 -/-. Il 

semble en effet très plausible que l’effet pro-apoptotique de PAI-1 passe par une perte de 

signaux de survie. Il s’agira alors d’étudier par western blot les niveaux de 

phosphorylation d’Akt avant et après irradiation, dans les cultures de CE de souris ou 

dans les clones stables d’HUVECs.  

Pour essayer de décrypter les mécanismes impliqués, il serait intéressant d’ajouter un 

PAI-1 recombinant dans les milieux de culture des cellules endothéliales de souris PAI-1-

/-. L’ajout d’un PAI-1 exogène donnerait une indication sur le rôle du PAI-1 

extracellulaire. De plus, nous ne savons pas aujourd’hui si le rôle pro-apoptotique de 

PAI-1 est dû à son activité anti-fibrinolytique (c'est-à-dire à l’inhibition de uPA et donc 

de la plasmine) ou à une action plus directe sur les voies de survie et/ou d’apoptose dans 

les cellules. Il existe de nombreux mutants recombinants de PAI-1, permettant une étude 

mécanistique précise. Par exemple, un mutant présentant un défaut d’activité inhibitrice 

d’uPA nous permettrait de déterminer si PAI-1 joue un rôle indirect sur les cellules 

endothéliales en inhibant l’activité d’uPA. Par ailleurs, nous pourrions envisager 

d’utiliser un mutant pour lequel le site d’interaction à la protéine LRP est défectueux. 

Cela nous permettrait de déterminer si le rôle pro-apoptotique de PAI-1 dans notre 

modèle passe par la formation du complexe PAI-1-uPA-uPAR-LRP, et potentiellement 

sur la signalisation intracellulaire initiée. Enfin, il existe un mutant incapable de se lier à 
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la vitronectine qui nous permettrait d’évaluer l’importance de l’interaction PAI-1-

vitronectine dans notre modèle.  

Il sera ensuite intéressant d’essayer de faire la preuve in vivo des mécanismes impliqués 

in vitro pour les valider. Nous avons tenté de détecter des différences de phosphorylation 

d’Akt en immunohistochimie sur les coupes d’intestin de souris sauvages et déficientes 

en PAI-1. Cependant, nous avons observé un marquage intense, dans les échantillons 

témoins et irradiés. La phosphorylation d’Akt étant très sensible au stress environnant, on 

ne peut pas exclure que la chirurgie soit responsable de cette activation de la protéine.  

Enfin, il sera indispensable de relier PAI-1 aux mécanismes connus de l’apoptose radio-

induite des cellules endothéliales. Très peu d’études font référence à un lien entre PAI-1 

et les céramides. Il a été montré in vitro, sur les HUVECs, que l’addition de 

sphingomyélinase exogène au milieu de culture induit une augmentation de l’expression 

de PAI-1 par les cellules endothéliales qui est associée à une augmentation de la 

production de céramide (Soeda et al., 1995). La même équipe a montré que la 

surexpression de PAI-1 induite par le TNF-� dans les HUVECs est dépendante de la 

signalisation de l’acide sphyngomyélinase (Soeda et al., 1998). Ces études placent PAI-1 

en aval de la signalisation induite par les céramides. En considérant le rôle pro-

apoptotique de la voie des céramides dans les cellules endothéliales, et si l’on transpose 

ces résultats dans notre modèle d’apoptose radio-induite, nous pourrions supposer que 

PAI-1 serait alors un facteur pro-apoptotique qui interviendrait en aval de la production 

de céramide. Au vu de nos résultats qui montrent que l’inhibition de PAI-1 protège les 

cellules endothéliales de l’irradiation in vitro, PAI-1 pourrait donc être un facteur pro-

apoptotique indispensable à l’induction de l’apoptose radio-induite par les céramides. 

Plus récemment, il a été montré que dans un modèle de développement d’obésité 

nutritionnelle chez la souris, le régime hyperlipidique induit une augmentation de la 

synthèse de céramide dans le tissu adipeux et le plasma, via un mécanisme impliquant les 

sphingomyélinases. De plus, les auteurs ont montré que les souris PAI-1 -/- ne présentent 

pas d’augmentation de SMases et de céramides (Shah et al., 2008). Ces travaux mettent 

en évidence un lien entre le métabolisme des sphingolipides et la génération de céramide 

et PAI-1 in vivo. Ils suggèrent que PAI-1 pourrait réguler le métabolisme des céramides 

en intervenant en amont de leur production : des taux élevés de PAI-1 pourraient 

augmenter les taux de céramides dans les cellules. Dans notre modèle, nous pourrions 

supposer que la surexpression de PAI-1 induite par l’irradiation serait nécessaire à 
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l’activation de la signalisation induite par la SMase. Ces deux scenarii, présentés dans la 

figure 25, sont donc envisageables dans notre modèle. 

Figure 25 : PAI-1 et signalisation apoptotique dépendante des céramides : hypothèses. 

Pour mieux connaitre les mécanismes mis en jeu dans l’apoptose radio-induite des 

cellules endothéliales, il serait en premier lieu intéressant de doser in vitro le taux de 

céramide synthétisé dans les cultures de cellules endothéliales de souris sauvages et PAI-

1-/-, ainsi que l’activité de l’ASMase. Des cinétiques effectuées in vitro après irradiation 

pourraient donner une indication quant à la séquence d’évènements enclenchés. 

L’évaluation des taux de céramide et d’ASMase in vivo chez les souris sauvages et PAI-

1-/- (et plus tard, chez les souris « Cre-Lox PAI-1 ») permettrait d’avoir une idée de l’effet 

de la déficience en PAI-1 sur la signalisation apoptotique dépendante des céramides. De 

la même façon, les élevages de souris ASMase-/- pour lesquelles l’apoptose dépendante 

des céramides est inhibée sont disponibles. Il serait donc judicieux de doser les taux de 

PAI-1 circulants après irradiation d’une anse extériorisée. Si dans ces souris, PAI-1 est 

surexprimé après irradiation cela suggèrerait que l’activation de la signalisation induite 

par l’ASMase n’est pas nécessaire à l’expression de PAI-1 et donc que PAI-1 joue un 



Discussion et perspectives  

162

rôle en amont de la sphingomyélinase. Cette perspective simple à mettre en œuvre 

donnerait des indications intéressantes quant au rôle de PAI-1 dans un modèle où 

l’apoptose radio-induite des cellules endothéliales est inhibée. 
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CONCLUSION GENERALE 

En conclusion, ce travail de thèse a permis de mettre en évidence un rôle clef de PAI-1 

dans les évènements précoces qui suivent l’irradiation.  

Nous avons pu montrer dans notre modèle d’irradiation localisée de l’intestin, que 

l’inhibition pharmacologique de PAI-1 par le PAI-039 apporte un bénéfice transitoire 

dans les phases aigues qui suivent l’irradiation. L’utilisation d’un inhibiteur de PAI-1 

plus efficace que le PAI-039 pourrait permettre de limiter les lésions intestinales radio-

induites tardives. 

De plus, nous montrons pour la première fois que PAI-1 a un effet pro-apoptotique sur les 

cellules endothéliales in vivo. Cet effet pro-apoptotique apparent sur l’endothélium est 

corrélé à une mortalité accrue des souris et des dommages tissulaires plus importants chez 

les souris sauvages comparé aux souris déficientes en PAI-1. Ces résultats soutiennent 

l’hypothèse que des évènements précoces peuvent influencer le développement des 

lésions tardives. Nos résultats appuient aussi le concept qui accorde un rôle clé à 

l’endothélium dans l’initiation et la progression des lésions intestinales radio-induites. 

Par ailleurs, nous avons pu établir des modèles in vitro dans lesquels la modulation de 

l’expression de PAI-1 influe sur la radiosensibilité et la survie des cellules endothéliales. 

Ces modèles permettront à court terme une étude mécanistique détaillée du phénomène 

impliqué.  

Le rôle différentiel de cette protéine dans les tumeurs et les tissus sains en fait une cible 

de choix pour protéger les tissus non tumoraux sans compromettre l’efficacité du 

traitement anti-cancéreux. Cependant, il sera indispensable d’étudier l’effet d’une 

inhibition de PAI-1 sur la réponse tumorale pour valider le fait que PAI-1 est une cible 

envisageable dans la protection des tissus sains chez l’homme. 
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