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Avant-propos

Apres les maladies cardiovasculaires, les canepresentent la cause de mortalité la
plus importante dans le monde. Les traitementssésil font appel a la chirurgie, a la
chimiothérapie et a la radiothérapie.

La radiothérapie consiste a irradier la tumeur afénl’éradiquer. Ce traitement est
utilisé pour un certain nombre de cancers de lae zoslvienne : col de l'utérus (3300
nouveaux cas/an en France), de l'utérus (5000 rmawxveas/an), de la prostate (40000
cas/an), du c6lon et du rectum (34000 cas/an).résgmce de tissus sains intestinaux dans la
zone d'irradiation est un facteur limitant de I'dipation des protocoles de radiothérapie.

Au cours de cette introduction, nous développerdass un premier temps les
principes généraux de la radiothérapie et les cuesies de l'irradiation des tissus sains
intestinaux (partie A) puis dans un second tempsriécanismes impliqués dans I'apparition
des séquelles intestinales radio-induites (parjieDBins une troisieme partie (partie C), les
effets de l'irradiation sur les fonctions intestasmseront abordés, puis nous développerons
ensuite les traitements expérimentaux et cliniogespeuvent étre mis en place dans la
limitation de I'entérite radique (partie D). Finalent, nous terminerons par la présentation
d’un facteur de croissance spécifique de l'intesérGlucagon-Like Peptide-2 (GLP-2), qui a
été plus particulierement étudié au cours de tleétse (partie E).
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A. Irradiation des tissus sains lors des

radiothérapies : principes généraux et cas particulier
du tissu intestinal

1. Principe de [a radiothérapie
a. Notion d’équilibre bénéfice/risque

La radiothérapie a pour but d’éradiquer la tumear lei délivrant une dose
d’irradiation suffisante (traitement curatif). Ebeaussi pour objectif de freiner I'évolution de
cancers trop évolués localement ou métastatiquearetonséquent inguerissables (traitement
palliatif). L'efficacité de la radiothérapie estipripalement basée sur la forte radiosensibilité
des cellules en division rapide, comme les celltuesorales.

L’éradication des cellules tumorales dépend eniteea du nombre de Iésions radio-
induites au sein de leur ADN. Lorsqu’elles recoivene dose d’irradiation insuffisante pour
induire la mort cellulaire par apoptose ou par mmitotique, les cellules tumorales ont la
capacité de réparer les lésions cellulaires rattioites et donc de continuer a proliférer. La
tumeur est composée de cellules bien oxygénéesrajément en périphérie, et de cellules
hypoxiques au centre. Sachant que le taux d’oxygénast important dans la radiosensibilité
des cellules, le fractionnement de la dose totélerrde a la tumeur permet d’éliminer les
cellules tumorales périphériques. La réoxygénaties cellules hypoxiques du centre de la
tumeur permet ainsi de les rendre plus radiosesssibl

La stérilisation de la tumeur pourrait interverapidement s'’il n'y avait pas dans le
champ d'irradiation la présence de tissus sainstolérance a l'irradiation des tissus non
tumoraux est en effet un facteur limitant dans l@sed délivrée a la tumeur. Cette
radiosensibilité dépend principalement du taux eeouvellement cellulaire du tissu, qui
permet de distinguer les tissus a renouvellemepitiea(tissus hématopoiétique et digestif,
tissu cutané, ovaire) et les tissus a renouvellédeen (tissus musculaire, osseux, nerveux,
hépatique).

Les cellules saines ont une capacité de répardtisriésions radio-induites a 'ADN
supérieure aux cellules tumorales. Le fractionngndenla dose totale délivrée a la tumeur
permet une meilleure survie des populations ceteganon-tumorales, en favorisant I'effet
différentiel qui existe dans la capacité de répamagntre les deux populations de cellules. A
I'heure actuelle, le schéma de fractionnement jaes ou protocole conventionnel, fait
intervenir une fraction de 1,8 a 2 Gyl/jour, a raiste 5 fractions/semaine sur environ 6 a 7
semaines. La dose totale délivrée va dépendre demaur traitée. Ce protocole permet
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également la repopulation des cellules sainest-a‘elire la prolifération cellulaire entre les
fractions. La notion de repopulation sera déveleptens la partie B.3.c.ii.

L’efficacité du traitement de radiothérapie estagouvernée par un compromis entre
I'efficacité du contrble tumoral et les dommagedioanduits aux tissus sains. Il s’agit de

I'équilibre Bénéfice/RisquéDenhamet al, 2002).

b. Evolution des protocoles de radiothérapie

L’amélioration des techniques d’imagerie meédicakea@iner, IRM), ainsi que
I'évolution des techniques de radiothérapie pemmétiune meilleure localisation et un
meilleur ciblage de la tumeur. Le développementadeadiothérapie conformationnelle 3D
associée ou non a la modulation d’intensité, goose sur la variation volontaire de la dose
au sein du faisceau, permet de diminuer le voluméissus sains irradiés et de limiter les
effets secondaires de la radiothérapie. L'utilmatde champs d’irradiation multiples permet
aussi de limiter I'atteinte aux tissus sains, puésdp portion de ces tissus atteints par les
rayonnements ionisants n’est pas toujours la mé&aeiminution du volume de tissus sains
irradiés permet d’augmenter la dose totale délieréee tumeur. Cependant, les protocoles de
radiothérapie sont de plus en plus agressifs, desadoses totales délivrées plus élevées, et
leur association avec des traitements de chimiaph€raugmente I'apparition des séquelles
radio-induites.

2. Manifestations cliniques de Cirradiation digestive

La dose nécessaire au contrdle tumoral dépasseldmarice des tissus sains
intestinaux. L’application des protocoles de rauéoapie dans le traitement des cancers de la
zone pelvienne génere des complications cliniquesoars ou immédiatement apres la fin de
la radiothérapie (entérite radio-induite précodéedes mois voire des années apres l'arrét
du traitement (entérite radio-induite chroniquegslLsegments digestifs les plus souvent
touchés sont les parties fixes du tube digessivir par exemple les anses gréles terminales
lors des irradiations des cancers gynécologiquda earoi antérieure du rectum lors des
radiothérapies conformationnelles des cancersatiqses.

a. Phase aigué

La phase aigué concerne généralement les désatigiestifs survenant dans les
trois mois qui suivent la fin de la radiothéragdies symptéomes aigus affectent plus de 80%
des patients qui recoivent une radiothérapie abdaleiou pelvienne conventionnelle (Hauer-
Jensenret al, 2004). Dans une étude chez des patients at@étsancer de la prostate et
traités par radiothérapie conformationnelle 3D (@9 total), I'incidence de diarrhée,
notamment aprés la 4eme semaine de traitemerml|ussfaible chez ces patients par rapport
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aux patients traités par radiothérapie conventien@5 % vs 8-19%) (Perezt al, 2000).
L’entérite radio-induite précoce se caractérise pas nausées et des vomissements,
accompagneés de crampes et de douleurs abdomimgdegantes, d’infections bactériennes et
de diarrhées pouvant étre accompagnées par deseswgts. Des perturbations de
I'absorption intestinale (acides gras, carbohydratgucose, acides aminés) sont souvent
associées a ces réactions précoces. Ces symptoniaesssentiellement liés a une atteinte par
les rayonnements ionisants de la muqueuse intéstetade la microvascularisation, mais
aussi a la présence d’une inflammation sévere.cGresequences de la radiothérapie peuvent
géner la conduite du traitement, mais elles redeeptus souvent acceptables par le patient
avec l'aide de traitements symptomatiques.

b. Phase tardive

L’entérite radio-induite chronique apparait apres phase de latence plus ou moins
importante chez 5 a 15% des patients traités phwotreérapie. Ainsi, a 5 ans, le risque est de
5% pour des doses totales comprises entre 45 @ly5%our l'intestin gréle et entre 55 et 60
Gy pour le colo-rectum (Cohet al, 1983). Par rapport a la radiothérapie conventtianla
radiothérapie conformationnelle 3D permet de diraina toxicité tardive. Chez des patients
traités par radiothérapie conformationnelle 3D @4Atotal) pour un cancer de la prostate, les
probabilités a 5 ans de ne pas présenter de réeetiggade 2 ou plus augmentent de 82 a 92
%, et de 27 a 51 % pour les rectites de grade ar(@éeyet al, 1999). L’expression clinique
est relativement semblable a celle de I'entérigei@i: une récurrence des phases diarrhéiques
en alternance avec des phases de constipationmpagonées souvent de douleurs
abdominales sévéres, de nausées et de vomisser@estssymptomes sont généralement
associés a une perte de poids indiquant des patitumb fonctionnelles intestinales pouvant
impliquer des altérations de la motricité et dunsgort (Husebyeet al, 1994). Un
épaississement de la paroi intestinale et un iés@ment luminal perturbent le péristaltisme
digestif. Une sténose intestinale progressive patrainer une occlusion intestinale compléte
(syndrome de Koenig), dont la seule solution théwéipue est la résection chirurgicale des
parties lésées. De plus, dans les cas les plusgrees ulcérations importantes et une nécrose
tissulaire peuvent perforer la paroi intestinalaietsi créer des fistules borgnes, entre deux
segments intestinaux ou entre le systeme digesiié systéme urinaire, avec des risques
septiques importants.

3. Facteurs de prédisposition

La chimiothérapie antérieure, concomitante ou igtée a la radiothérapie, ainsi que
'ischémie intestinale, les adhérences créées peg dhirurgies abdominopelviennes
antérieures, augmentent le risque de se voir dgpelfoune entérite radio-induite. Des
preuves cliniques indiquent que certaines maladigstémiques augmentent le risque
d’apparition des effets précoces et tardifs deadration. Des pathologies telles que le
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diabéte, les maladies autoimmunes, I'hypertensitérialle et les maladies inflammatoires de
l'intestin augmentent le risque de voir développae entérite radio-induite. En effet, ces
maladies sont caractérisées par une fragilité Vaiseuqui favorise I'apparition des Iésions

tissulaires radio-induites (Chaat al, 2002). Les phases actives des IBD sont générateme
considérées comme des contre-indications a la tre@pie. Enfin, les pathologies

conjonctives, telles que la sclérodermie, qui s&luit par une production excessive de
collagéne, peuvent également augmenter, selon ldesuorganes atteints, les l|ésions

tissulaires séveres (Goéd al, 2007).

La susceptibilité individuelle est un parametre amignt dans la réponse des tissus
sains aux rayonnements ionisants. La génétiqudaeua peut en effet influencer la réponse
des tissus sains a lirradiation. De nombreuseslestwitilisant des lymphocytes ou des
fibroblastes irradiésin vitro montrent l'existence d'une grande variabilité dalss
radiosensibilité interindividuelle (Barbeat al, 2000, Dikomeyet al, 2003, Hoelleret al,
2003a, Weskt al, 2001). La relation avec I'apparition des effetégoces et/ou tardifs de
I'irradiation ne semble cependant pas tres biehliétgPeacoclet al, 2000, Slonineet al,
2000). La recherche de mutations génétiques a ptraren évidence des modifications de
certains genes impliqués dans la réparation de MAels que le géne ATM (Ataxie-
Telangiectasia Mutated) dans l'ataxie télangieetasii encore le géne NBS (Nijmegen
Breakage Syndrome) dans le syndrome de Nijmegerti(G®01). Chez ces patients,
I'exposition aux rayonnements ionisants augmerreitience des cancers. Dans certains cas,
la forte radiosensibilité n'est pas associée a moéation, suggérant que le polymorphisme
génétique qui existe au sein d'une population egiliqgué dans la tolérance tissulaire a
I'irradiation. Des observations précliniques suggérque des souris de souches différentes
présentent des variations dans leur prédisposd#iat®velopper une fibrose pulmonaire ou
rectale (Skwarchulet al, 1998). A partir de fibroblastes de peau, issupatentes traitées
par radiothérapie pour des cancers du sein, Ansieaas al (2003) ont mis en évidence que
le polymorphisme mononucléotide (SNP) de quatreg€hGRB-1, SOD2, XRCC3, XRCC1)
augmentait le risque de développer une fibrosenégtaiadio-induite. Cependant, I'étude sur
une cohorte plus importante (41 contre 120 pers)nn& pas confirmé les premiéres
observations réalisées par cette équipe. Malgig déhutres auteurs ont également montré
que le polymorphisme du géene du TRSE était impliqué dans le risque de développer une
fibrose tardive apres traitement pour un cancecalwtérin (De Ruyclet al, 2006). Il serait
donc intéressant de déterminer les radiosenswilitédividuelles, afin de moduler le
traitement par radiothérapie. A I'heure actuelieptojet Gene-PAREJendic Predictors of
Adverse Radiotherapy Effects) est mis en place dansut de développer un moyen de
prédiction des patients susceptibles de dévelomglesr complications secondaires a la
radiothérapie (Hoet al, 2006). Il s’agit en effet d’établir une banques daltérations
génétiques présentes chez les patients atteintamzer, pour le moment du sein et de la
prostate, et traités par radiothéra@ette détermination permettrait par exemple d’augsre
la dose d'irradiation chez les patients « radiatésits » ou d’éviter les escalades de doses
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chez les patients a risque, afin d’augmenter taffité du traitement, sans augmenter le risque
de Iésions aux tissus sains (Gatti, 2001).

4. Difficulté dappréhender les réactions au traitement : analyse et
évaluation des complications des radiothérapies.

Il est actuellement impossible de traiter une tumsans s’exposer au risque de
développer des complications liées a I'atteintetdssis sains. L'efficacité du traitement anti-
tumoral doit donc prendre en compte la toxicitéoag®. Avec 'augmentation de I'efficacité
des traitements anti-tumoraux, le risque de déyelpbmles séquelles tardives s’accroit en
méme temps que l'espérance de vie des patientéstrai'enregistrement systématique des
complications aigués et tardives est incontournatdes I'évaluation de la qualité des
traitements des tumeurs malignes. Le suivi destseffeecondaires des traitements
anticancéreux est compliqué et repose sur de nambigcteurs qui rendent difficile la
comparaison directe entre les différentes étudesspectives publiées régulierement (Pavy
al., 1995b, Pavet al, 1995a).

La morbidité associée a la radiothérapie peut &meduée et comptabilisée grace au
SOMA/LENT score : Subjective, Objective, Managemeantd Analytical/Late Effects on
Normal Tissues (Pavgt al, 1995a, Rubiret al, 1995). Le SOMA/LENT score a été mis en
place en 1995 pour succéder au systeme du Radidtlerapy Oncology Group
(RTOG)/European Organization for Research and fireat of Cancer (EORTC). Les
systémes de scoring sont en perpétuelle évolutidnea existe bien sOr plusieurs, avec des
orientations plus ou moins cliniques ou radiobidaogs (Hoellert al, 2003b). L'évaluation
des complications doit prendre en compte les danal@@Eques observées par le thérapeute. A
la séveérité des lésions proprement dites doit stejola séveérité des conséquences de ces
lésions. Par exemple une mucite orale de gradepldsade conséquences cliniques qu’une
lésion radique au niveau de la peau, car elle v@péeher le patient de se nourrir
normalement. L’évaluation doit également considdeeressenti du patient sur les plans
somatique et/ou psychologique, vis-a-vis de cesptioations. Enfin, le temps de suivi des
patients doit étre le plus long possible pour éwd&sous-estimer les données. Classiquement,
ce suivi est d’'au moins 5 ans.

Les biais sont nombreux dans I'évaluation des dixsudes radiothérapies, et peuvent
compromettre la comparaison directe du risque deptioations associées a deux protocoles
différents par exemple. Idéalement, le scoring a@iéeomprendre :

- un bilan clinique du patient avant traitement

- des critéres cliniques observés par le thérapeute

- des criteres radiopathologiques de Iésions tigeslagui peuvent étre
asymptomatiques, souvent difficiles a obtenir erxcfimn de I'accessibilité du tissu
(Wachteret al, 2000).
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- des « end points » moins restrictifs : pour lesotheérapies prostatiques
par exemple, aux saignements rectaux doivent s&joes dysfonctionnements du
canal anal pour parvenir a une estimation raisderdds complications

- des critéres ressentis par le patient

- un suivi des patients sur plusieurs années

Il est bien évident que ces investigations sonteudes et demandent beaucoup de
temps, mais elles sont la condition incontourngid&r pouvoir comparer les équilibres
bénéfice/risque des différents protocoles (Benttaad, 2003).

5. Modélisation de (a fibrose radioinduite chez Lanimal

L’analyse des lésions radiologiques intestinaleszdhomme nécessite de travailler
sur un grand nombre de résections chirurgicaléstivement difficiles a obtenir. De plus, la
description précise des évenements tissulairessapradiation nécessite des études
cinétiques, impossibles a mettre en ceuvre chembhe en particulier au niveau de l'intestin
gréle. Le colorectum est plus accessible, par auwges par exemple. Cependant,
I'observation macroscopique ne suffit pas et lgpbie reste un geste extrémement délicat en
territoire irradié. Des modeles de fibrose radiqutestinale chez le rat et la souris ont donc
été mis en place pour décrire les modifications phologiques et fonctionnelles de la
muqueuse digestive apres irradiation. Malgré lelimstes, ils peuvent apporter des
renseignements utiles sur les processus Iésiomhalatriciels du tissu digestif. Les doses
nécessaires au développement de la fibrose indstisont incompatibles avec des
irradiations corps entier ou abdominales. C’estrgooi les modéles d’entérite radique sont
basés sur des irradiations de quelques centindtntsstin gréle ou de célon.

Irradiation localisée de [lintestin gréle Le modele le plus élégant est la
scrotalisation, c'est-a-dire la transposition d'@mse intestinale gréle dans le scrotum apres
castration bilatérale chez le rat (Hauer Jeretead, 1983). Cette préparation chirurgicale, qui
nécessite trois semaines de récupération postiopérapermet d’irradier uniquement le
segment présent dans le scrotum et surtout de gep@des irradiations fractionnées sans
chirurgie supplémentaire. L'équipe d’Hauer-Jensenutdisé de multiples protocoles
d’irradiation en dose unique ou fractionnée grace aodele. L’irradiation dose unique a éte
utilisée dans les premieres études pour caraatéeselommages digestifs aigus a 2 semaines
et tardifs a 26 semaines (Hauer Jenseml, 1985, Hauer-Jensest al, 1998). Les doses
uniques d’irradiation communement utilisées sont 48 Gy soit 21 Gy. Ensuite, des
protocoles de fractionnement ont été utilisés, satien comparaison avec les doses uniques.
Dans la globalité de ses modéles, I'équipe d’Halesmsen met en évidence le rble joué par les
dommages muqueux dans le développement des edieliést que ce soit dans le cadre
d’études de tolérance tissulaire aux rayonneméatsgberget al, 1992), d’essais d’escalade
de dose (Allgoockt al, 1996), de prédiction des complications tardiRilfteret al, 2001)
ou enfin de tests thérapeutiques (Wah@l, 2001, Wanget al, 1999b). La principale limite
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du modele de scrotalisation est qu'il n'est paagpmsable chez la souris, qui est un animal
beaucoup trop petit pour ce genre de procédure.

Un modele plus simple dirradiation localisée duélgr est I'anse intestinale
extériorisée. La chirurgie se fait le jour de Bidiation. L'anse extériorisée est irradiée,
souvent a 19 ou 21 Gy, puis replacée dans I'abdo@emodéle ne permet bien sir qu’une
irradiation dose unique. Il est utilisable chesdmris comme chez le rat. L'irradiation gréle
extériorisée a été utilisée en particulier par Bubi Jalnas pour des effets dose et des
cinétiques de dommages muqueux chez le rat (Retbad, 1996). Ce modéle est celui que
nous avons utilisé pour suivre les dommages stracxuet fonctionnels radio-induits chez le
rat, en phase aigué et en phase chronique.

Irradiation colorectale: L'irradiation colorectale se fait en ciblant le emctum
directement sans chirurgie, chez le rat ou la sou@ette configuration permet le
fractionnement. L’irradiation colorectale a beayza@ié utilisée chez la souris par I'équipe
d’Elisabeth Travis, dans premier temps pour dédesedommages structuraux induits par de
fortes doses d'irradiation (15 a 35 Gy), adminesr&n dose unique ou fractionnée avec en
général 2 fractions a 10 jours d’intervalle. L’otijé était d’obtenir des configurations créant
respectivement des dommages muqueux irréversiles,dénudation épithéliale persistante,
ou réversibles grace a une régénération épithdiéiace (Followillet al, 1993, Followillet
al., 1995). L'irradiation colorectale a dose uniquezlta souris a également été utilisée pour
mettre en évidence des différences de réponsdaiigsentre les souches de souris et des
effets volume dans le développement des occlusiotigues radio-induites (Skwarchuk
al., 1998).

6. Anatomopathologie aigué et tardive

Une description détaillée des Iésions radio-indudte I'intestin gréle de rat de 3 a 30

jours post-irradiation, en fonction de la doserdtiiation et du temps, a été publiée en 1996
par Rubio et Jalnas. La sévérité des lésions #igsslvarie en fonction de la dose recue et du
temps aprés irradiation. Par exemple, l'ulcératiten la muqueuse intestinale chez le rat
n'apparait qu'a partir d’'une certaine dose (15/19, @t est d’autant plus précoce et plus
étendue que la dose est plus forte. Certaines ddsesliation permettent la régénération des
ulcéres muqueux et d’autres non. Quinze semaineés apadiation, peu de lésions tissulaires
apparaissent apres 16 Gy alors qu’une fibrosertrarade se développe apres 19 Gy.

Planche 1 : Lésions du gréle chez le rat
La planche 1 représente les lésions tissulairesctaistiques de l'intestin gréle chez

le rat apres une irradiation de 19 Gy d’'une angéegextériorisée par chirurgie. La photo A
représente la structure d’un intestin de rat témoamprenant la muqueuse intestinale (m),
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composée principalement des cryptes et des vi#lesia sous-muqueuse (sm) et les couches
musculaires (mu). Trois jours apres irradiation,nkecrose et les pertes cellulaires sont
observées a la fois dans les cryptes et au nivedépmithélium couvrant les villosités (photo
B). Les cellules différenciées apparaissent goafetesont extrudées dans la lumiere (fleche).
L’organisation crypte/villosités est encore visibi@éme si les cryptes ont quasiment disparu.
La zone musculaire externe est, trois jours aprexliation, épaissie. Sept jours apres
irradiation, les Iésions tissulaires, visibles fumphoto C, sont caractérisées par des zones
d’ulcération (u), qui cétoient des zones de repésighéliale. Cette reprise est caractérisée par
la présence de cryptes hyperplasiques (flecheg®iatypies épithéliales, liées en partie a la
répartition inhomogene des foyers de régénérationnmearge des ulceres. Linfiltrat
inflammatoire des zones ulcérées est riche en ophites, comme illustré sur la photo D
(marquage brun). Deux semaines aprés irradiatialtétation de la muqueuse intestinale
persiste et est associée a un dépdét de collag&ussséreux important (photo E), mis en
évidence par une coloration au Trichrome de Masgoncolore en bleu les collagenes. La
musculaire la plus externe est englobée dans létawgatriciel (pointe de fleche noire). Les
collagenes sous-muqueux progressent vers la zatielgde (pointe de fleche blanche). La
distinction des compartiments muqueux, sous-mugusuxnusculaire externe est encore
possible. Quinze ou vingt-six semaines aprés mtadi, la fibrose transmurale est bien
marquée (photo F). Il n'y a plus de transition ergs différents compartiments de la paroi
intestinale. Les collagenes sont trés denses,na fibreuse est pauvre en cellules. Une zone
nécrotique, colorée en rouge, fait la transitioacala lumiéere intestinale. En marges des zones
fibrosées, des dépots de collagene sont visibles ldamuqueuse atypique (photo G), la sous-
muqueuse et les couches musculaires (photo H)stlld#ficile de savoir si ces dépbts
collageniques au sein des structures relativementl¢gsées sont les témoins de dommages
antérieurs plus profonds ou I'extension d’unevation cellulaire depuis les zones fibreuses
vers les marges saines.
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Planche 1: Lésions , D), 14 jours (E),
26 semaines (F, G, H) aprés une irradiation de@®d’'une anse gréle extériorisée par chirurgie. BA,C)
coloration HES. (E, F, G, H) coloration Trichrome dasson. (D) marquage myéloperoxidase.
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Planche 2 : Lésions du colo-rectum chez le rat

La structure colique saine est représentée en Atrds jours apres irradiation les
cryptes coliques sont dilatées et I'infiltrat inflanatoire se caractérise par un décollement de
la base des cryptes qui normalement repose surukcutaire muqueuse. Le revétement
épithélial semble sain et ne présente pas de figéiceotique. C : sept jours apres irradiation,
le cblon est cedémateux, la sous-muqueuse estiépaigpithélium a totalement perdu ses
structures glandulaires, et présente de nombrecesatryptiques, caractérisés par la présence
de neutrophiles dans la lumiere des fantbmes dgdesr (fleche). Les structures musculaires
sont relativement peu touchées a ce stade. D :ukX demaines, I'épithélium est atypique,
avec une répartition des reprises glandulairestggé@e (fleche) en alternance avec des zones
d’ulcération (u). E : Lésion coligue 5 semainesagrradiation, avec cedéme sous-muqueux,
et alternance de zones ulcérées et nécrotiquesita,det de reprises épithéliales a gauche.
Ces reprises épithéliales hétérogenes généerenesbdes structures en villosités ou « villus-
like shapes » comme illustré en F. G : Huit sensaareés irradiation, la totalité de la paroi
colique est pathologique. La muqueuse reste inflatoire et tres nécrotique vers la lumiere.
La musculaire est trés peu dense et la structuta paroi coligue s’homogénéise, comme les
|ésions du gréle observées ci-dessus. Les consgggiehiniques de lirradiation colorectale
(occlusion digestive) se développent plus rapiddénjemire 8 et 11 semaines) que lors des
irradiations de l'intestin gréle. Ceci peut étrepartie lié au fait que le contenu colique est
solide, alors que celui du gréle est liquide, wh¢rainsi une restriction luminale moins
importante. Les tissus colorectaux a 8 semaines @gonc plus inflammatoires et moins
denses en collagéne que les gréles a 15 semaindsygdrplasie néointimale des artérioles
mésentériques sous les zones ulcérées (flecheshalkn a droite : une artériole saine,
montrant I'absence d’épaississement intimal etat@rsée par une lame élastique bordant la
lumiére vasculaire (fleche).
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Planche 2: Lésions du colo-rectum chez le rat. ColoratioB$
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Les planches 3 et 4 illustrent les caractéristiqies Iésions tissulaires ponctuelles
observées sur des résections chirurgicales desnpmatiu service de radiothérapie de I'Institut
Gustave Roussy. Il n’y a donc pas de notion deticjné d’atteinte digestive. Des zones
pathologiques présentant des remaniements strugtyoast-radiques sont donc comparées
avec des zones apparemment saines, qui ne pewmnidant pas étre considérées comme
non irradiées au sens strict du terme.

Planche 3 : Résections chirurgicales a 5 ou 7 seneai chez des patients traités pour
adénocarcinome colique, radiothérapie préopératgidese totale 45 Gy

A : muqueuse coligue normale. Les cryptes sonthmenses et bien organisées, la
sous-muqueuse est richement vascularisée. B :esty@pithéliales avec inflammation et
cedeme muqueux. Le positionnement cryptique esrgisise, certaines sont bifides (fleche)
et a tendance hyperplasique, caractéristique detdanération épithéliale. C : ulcération
muqueuse importante et cedeme sous-muqueux, avgatnhflammatoire dense. Quelques
cryptes sont encore présentes et hyperplasiqueszade sous-muqueuse riche en dépbts
matriciels, sous-jacente a une ulcération muquéuae visible). E : artériole (a) et veinule
(v) mésentériques normales, avec des lumieres haxgsurégulieres et une zone collagenique
péri-vasculaire bien organisée. La présence deatigsnest due au clamp vasculaire avant
résection chirurgicale. F : une artériole pathajogi avec infiltration de collagéne au sein des
couches musculaires lisses et une hyperplasie tidaie importante réduisant la lumiéere
vasculaire (fleche).
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colique, radiothérapie préopératoire, dose totale @y. (A-D) coloration HES. (E, F) coloration Tricime de
Masson.
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Planche 4 : Résections chirurgicales pour gréle rqde

A : muqueuse gréle normale, avec une bonne ordgamseryto-villositaire. La sous-
muqueuse est peu dense et richement vasculariseénfBmmation muqueuse et sous-
muqueuse. Les cryptes sont rares, les villositésorgénisées et a certains endroits
I'épithélium de surface n’est plus présent. La mawpe et la sous-muqueuse présentent un
important infiltrat inflammatoire. C : ulcére muquetres riche en cellules avec quelques
reprises glandulaires. D : sous-muqueuse trés deitbe en dépdts collagéniques, sous-
jacente a la zone muqueuse ulcérée présentée en &tériole d’aspect normal, a comparer
avec en F une artériole pathologique présentant hyperplasie néointimale importante

(fleche).

Planche 4: Résections chirurgicales pour gréle radique.Catmn HES.
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B. Lésions radiques digestives : aspects mécanistiques

1. Homéostasie de Lépithélium intestinal
a. Principe de prolifération/différenciation/apoptose cellulaire

L’homéostasie de I'épithélium intestinal est régar I'équilibre entre la prolifération
I'apoptose et la différentiation des cellules égliddes (figure 1). L’épithélium de surface,
soumis en permanence aux agressions chimiguescanigées de la lumiére digestive, est en
continuel renouvellement, le moteur étant la péodifion des cellules souches de la base des
cryptes.

Les cellules souches, qui se trouvent en positiantda partir du fond de la crypte se
divisent de facon asymétrique. Une des celluléssfiva rester au fond de la crypte intestinale
et contribuer a conserver le pool de cellules sesi@t I'autre va se différencier. Les cellules
souches de la crypte sont pour moitié en phase 8yde cellulaire, qui dure environ 24
heures. Les cellules souches effectuent leurs idhgscellulaires par un mécanisme de
ségrégation sélective de leur ADN. Ce mécanismergibexpliquer en partie le faible taux
de développement de cancer au niveau de l'integite, puisque cette ségrégation non
aléatoire permet de ne pas conserver les erreargu®lles produites lors de la réplication de
'ADN (Potten et al, 2002). De plus, les cellules souches peuventr digpoptose dite
altruiste ou spontanée. Ce type d'apoptose perrigdiméher les cellules possédant des
erreurs génomiques (Potten, 2004, Pot#tal, 1990). Les résultats portant sur les cellules
souches intestinales ont été obtenus majoritaireotez la souris.
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L Anoikis (1400 cellulestjout)
Villosité (3500 cellules)

16 cellules

Prolifération T par circonférences

Différenciation

(250 cellules) Cryptes

Figure 1. Homéostasie épithéliale. Les cellules soucheptityes (vert), qui se trouvent accolées aux
cellules de Paneth (gris) vont proliférer, donnamissance a des progéniteurs, ou cellules de ttdnsange).
Ces derniers vont se différencier au cours de Igration le long de la crypte. A la jonction cryptélbsité, les
cellules différenciées (bleu) vont continuer a rargjusqu’a I'apex villositaire ou elles vont s’eutter par
anoikis.

L’autre cellule issue de la division asymétrique, aellule de transit, va migrer et
continuer a se diviser sur 5 a 6 divisions danadéié supérieure de la crypte (positions 6 a
17). Les cellules de transit proliferent rapidemelaux fois plus rapidement que les cellules
souches, et vont se différencier pendant leur rigravers le haut de la villosité (Potten
al., 1990). A la jonction cryptel/villosité, ces cedal sont devenues des cellules hautement
différenciées et vont alors migrer jusqu’'a I'apess diillosités. Chez des souris chimériques,
dont l'intestin contient des cellules de fond géné différentes, Millset al (2001) ont
observé que chaque crypte était issue d'une ceHBoleche embryonaire et était donc
monoclonale. Les villosités sont, quant a ellesues de plusieurs cryptes et sont donc
polyclonales.

Lors du processus de prolifération et de migraties, quatre lignées de cellules
épithéliales vont se différencier tout en mainteérdantégrité de la barriére intestinale. Trois
de ces quatre lignées, c’est-a-dire les entérocyess cellules a mucus et les cellules
enteroendocrines, migrent vers le haut de la vidpgandis que les cellules de Paneth migrent
vers le fond de la crypte, ou elles résident ungtaine de jours avant d’étre phagocytées par
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leurs voisines. Les autres cellules atteignentlg ke la villosité en 2 a 5 jours chez le rat et
la souris, et 5 a 6 jours chez 'homme. Les cellutbfférenciées matures acquierent
I'expression des enzymes de digestion et d’absmorpiitestinale. La synthése de ces enzymes
est d’abord observée dans les cellules de la phdige des cryptes, lieu ou les cellules
perdent leur capacité de prolifération, puis damgégion de différenciation terminale au
niveau des villosités. A I'apex des villosités, lules épithéliales différenciées vont étre
extrudées par anoikis (Moss al, 1996). Bien que les mécanismes de ce phénomésa so
encore mal connus, il apparait que cette mort leglucorrespond a une apoptose induite par
le détachement de la cellule épithéliale de la ldrasale. Ce détachement est di a une
modification locale des composants de la matrideaegllulaire, notamment des intégrines
(Frischet al, 1997). Les cellules doivent également se dissaltieeste de I'épithélium. La
perte du contact cellule-cellule est quant a éfle Aux E-cadhérines (Fouquedtal, 2004).
L’anoikis fait intervenir la voie des MAPK, via p38andis que la survie des cellules
épithéliales implique plutét PISK (Dufouet al, 2004, Vachonet al, 2002). La forte
prolifération des cellules progénitrices de la ¢teypst donc contrebalancée par I'apoptose
villositaire, afin de maintenir la structure effdaction épithéliale.

b. Régulations de ["équilibre homéostasique

Influences extracellulairesLa capacité de I'épithélium a maintenir son homesist
est en partie due au dialogue entre les cellulesétjales et leur environnement. En effet, un
grand nombre de facteurs de croissance exercastdetions sur I'épithélium, mais aussi sur
les autres compartiments intestinaux. Les phénosnsmet complexes en raison de l'origine
pluricellulaire des facteurs de croissance et deuidtiplicité de leurs cibles cellulaires. Les
mécanismes d’action et les réles de ces factemtsesmore mal connus.

Il existe un rétrocontrble de la prolifération &giliale de la part des villosités sur les
cryptes. Ce contrble fait entre autre intervenis ¢ecteurs de croissance comme I'EGF, le
TGFo ou encore le TGE: Ainsi la prolifération des cellules cryptiqueg peeférentiellement
induite par 'EGF et le TGd; tandis que le TGF interviendrait dans l'inhibition de la
prolifération (Ruifroket al, 1997).

L’expression en gradient des laminines, composajeurs de la lame basale, et des
intégrines, leurs récepteurs au niveau des celepékéliales, permet de contrdler différentes
activités cellulaires comme l'adhésion, la prolfigon, la polarisation et la différenciation
tout le long de l'axe crypto-villositaire (Basoed al, 1999, Beaulieu, 1999, Murgiet al,
1998).

La crypte est enveloppée de 1 a 3 couches de mgbfdstes subépithéliaux, qui

migrent avec les cellules épithéliales qu’ils receat. Dans la région cryptique, les
myofibroblastes ont un aspect ovale, et sont rédigsins aux autres par des jonctions gap et
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des jonctions adhérentes (figure 2). Dans lesqsaviilositaires, les myofibroblastes prennent
un aspect étoilé. Ces cellules contractiles, pastipour la-smooth muscle actine, sont
distinctes des cellules musculaires lisses de Iscalaris mucosa par 'absence de desmine.
Les myofibroblastes sont en étroit contact avedda®minaisons nerveuses, mais surtout avec
les cellules épithéliales. Ce contact se réalisedes fenétres au sein de la lame basale
permettant & des prolongements myofibroblastiquagethdre I'épithélium (Powelkt al,
1999). Les myofibroblastes subépithéliaux agissemtla prolifération et la différenciation
des cellules épithéliales, via la sécrétion desetas de croissance (tableau 1). Ainsi, dans
différents modeles de culture cellulaire, il a #t@éntré que HGF (Hepatocyte Growth Factor)
apparait comme un facteur proprolifératif, tandie ¢ TGFB1 est plutét impliqué dans la
différenciation épithéliale (Powekt al, 1999). Un autre facteur de croissance, le HDGF
(Hepatoma Derivated Growth factor) interviendraga@ment dans la différenciation des
cellules épithéliales. En effet, I'expression du@GiPau sein de la muqueuse est diminuée lors
de l'apparition des villosités au cours du dévetppnt de l'intestin chez la souris, et sa
surexpression au niveau d'explants d’intestin fogtatibe la maturation intestinale
(Lepourceletet al, 2005). Le KGF (Keratinocyte Growth Factor), fastele croissance
fortement exprimé par les cellules mésenchymatewstgsule quant a lui la prolifération
épithéliale et modifie les processus de migratiotheedifférenciation (Werner, 1998).

Figure 2 : Localisation des myofibroblastes subépithéliag@ikotographies de coupes transversale (A)
et longitudinale (B) de la muqueuse coliqgue avec immunomarquage a d*sma des myofibroblastes
subépithéliaux (fleches fines) et de la musculatigosa (fleches pleines). (D’'aprés Powell et 2008)).
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Médiateurs de

Cytokines Facteurs de croissance Chimiokines Finflammation
TGF4$
IL-1 CSF-1 IL-8 PGE
IL-6 GM-CSF (AA et BB) MCP-1 Prostacycline
TNF-a PDGF GRO-1n HETEsS
IL-10 bFGF MIP-1la PAF
IGF (I etll) MIP-2 NO
NGF RANTES CO
KGF ENA-78 H>0,
HGF
SCF

Tableau 1: Facteurs secrétés par les myofibroblastes subd@thé En bleu sont indiqués les
médiateurs agissant sur la prolifération épithélialen vert, ceux agissant sur la prolifération et |
différenciation épithéliale.

Le systeme nerveux entérique (SNE), et plus pdigiament le plexus sous-
muqueux, exerce aussi un contrble sur 'homéostadiestinale. En dehors de toute
stimulation, le SNE stimule la prolifération épililaée par un mécanisme encore mal connu.
Par contre une fois activé, notammerivivopar une stimulation électrique, il exerce un effet
antiprolifératif via la sécrétion du neurotransraett VIP (Vasoactive Intestinal Peptide)
(Toumi et al, 2003).

Influences intracellulaires. Certains facteurs de transcription interviennemnisdia
régulation de I’homéostasie intestinale. Ainsivtae Wntf-caténine/TCF4 est importante
dans le maintien du compartiment prolifératif déplthélium intestinal (Mariadasoet al,
2001, Pintoet al, 2003). En effet, la délétion de TCF4, facteutrdascription prépondérant
dans les cryptes intestinales, chez des souris kk@ot entraine la perte des progéniteurs
intestinaux et de la lignée des cellules enteroenmies sans affecter par contre les autres
types cellulaires (Korinelet al, 1998). Une cible directe de la vdlecaténine/TCF4 est le
gene Cdx-1, qui agit comme effecteur pour mainténiprolifération dans le compartiment
des cryptes (Domon-Dedit al, 2002). Le couple de facteurs de transcription-Cdx-2 est
largement décrit comme régulateur de la prolifératie I'épithélium intestinal. L’expression
de Cdx-1 est restreinte a la zone des crypteseda @g’'expression entraine la sortie du cycle
cellulaire et la différenciation des cellules éplihles (Subramaniaret al, 1998). En
revanche, I'expression de Cdx-2 est restreinte\allosités et son role est largement décrit
comme inducteur de la différenciation (Bestkal, 1999, Domon-Delkt al, 2002). Le gene
BMP-4 a également été décrit sous le controle dte e®ie intracellulaire. Les cellules des
villosités répondent a la signalisation BMP4 enibaht la formation des cryptete novo
(Haramiset al, 2004, Kimet al, 2002). Un autre effecteur de la voie Vrtaténine est le
géne APC, qui est également décrit comme influentarprolifération épithéliale. Cette
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protéine a pour fonction de réguler négativemetaue intracellulaire de If-caténine, et des
mutations somatiques au sein d’APC sont présertes environ 70 a 80% des adénomes et
carcinomes colorectaux (Korinek al, 1998).

D’autres voies intracellulaires peuvent égalemetgrvenir. Ainsi, la voie Shh (Sonic
Hedgehog) est cruciale dans la morphogénése desitds et dans la communication
épithélium/mésenchyme dans lintestin (Apelqvédt al, 1997, Wanget al, 2002b). La
famille forkhead (fkh) joue également un rdle intpot dans la prolifération et la
différenciation des cellules épithéliales. Sa détethez la souris entraine une augmentation
des cellules a mucus par rapport aux autres typladaires de I'épithélium (Kaestnet al,
1997).

2. Effets cellulaires de Cirradiation

Les rayonnements ionisants géenerent des effetstslisur la cellule, que sont les
dommages a 'ADN, comme les cassures double btimuesont induits par I'absorption
directe de I'énergie par la cellule. L'expositiomxarayonnements ionisants induit également
des effets indirects liés a la production de ragidibres, comme OH O, ou le HO;, par le
processus de radiolyse de l'eau. Les especes l@disade I'oxygéne, trées oxydantes,
occasionnent des dommages supplémentaires a I'Als aussi au sein des protéines et
lipides de la cellule. Les dommages génomiques+iadiuits sont en général Iétaux pour la
cellule lorsque ceux-ci sont trop importants padue &parés ou que la réparation induit des
mutations incompatibles avec la survie cellulaifgufe 3). Lorsque l'exposition aux
rayonnements ionisants génére peu de dommages uUésiens facilement réparables,
comme les cassures simples brins, la cellule gsthta de les réparer, soit de maniere fidéle,
soit de maniere infidéle entrainant I'apparition Metations. Ces mutations peuvent ainsi
créer une instabilité génétique a l'origine deaied cancers radio-induits.

‘—» Radicaux libres

+

Dommages a 'ADN

—

Réparation Non-réparation
Fidéle Infidéle l
l l\’ Mort cellulaire
Survie mutations

Figure 3: Schéma simplifié de I'action des rayonnementssamts sur la cellule. L’irradiation induit
entre autres des dommages a I’ADN de maniére d@iregtindirecte via les radicaux libres (radiolyse lteau).
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Aprés un dommage a I'ADN, les cellules s’arréteanhsl le cycle cellulaire et/ou
entrent en apoptose. Ces processus impliquentaund grombre de facteurs incluant :

1. La détection et la signalisation des dommag&sEN, qui sont dépendantes de la
fonctionnalité des protéines ATM, DNA-PK et Ku (Baon, 1996).

2. La capacité d'intégrer ces signaux a partir pegéines de reconnaissance des
dommages a I’ADN, dans lequel p53 joue un roleElk est en effet un régulateur important
de la cellule pour I'arrét dans le cycle (G1) (Ku&x et al, 1992).

3. La capacité de la cellule a réparer son ADN (WVd®96).

Les arréts aux points de transition, ou « checkpoinsont liés a I'activation d’un
signal cellulaire induit par la reconnaissancelds®ns radio-induites de '’ADN (Hartwedit
al., 1989). lls permettent aux mécanismes de réparad® prévenir les anomalies de
réplication (transition G1-S) ou les aberrationsoamosomiques pendant la mitose (transition
G2-M). Aprés irradiation, les deux principaux psimte contréle du cycle se situent, I'un en
G1, l'autre en G2. L'arrét en G1 est lié a I'éléwatde I'expression de pStYWAF et de p53,
tandis que l'arrét en G2 est lié a la phosphomytate la CDK1 (Cyclin Dependent Kinase 1).

Les dommages radio-induits conduisent a la moltileéle par apoptose, caractérisée
par une condensation de la chromatine, une dividionoyau et des membranes plasmiques
en vésicules et finalement par la fragmentation stesctures nucléaires, conduisant a la
formation de corps apoptotiques (Wyllie, 1992). hécrose intervient également et est
caractérisee morphologiqguement par un gonflemeriul@iee avec gonflement des
mitochondries, une dilation du réticulum endoplagmi des |ésions membranaires. Cet
aspect morphologique est le résultat de deux psaseda digestion enzymatique de la cellule
et la dénaturation des protéines. Ce processusdest majoritairement aprés de fortes doses
d’irradiation. Il existe également un troisieme m@sme de mort cellulaire aprés irradiation :
la catastrophe mitotique, qui survient lors detféa de la cellule en mitose. Les cassures de
I’ADN non réparées et les aberrations chromosonsquomduisent a une mitose anormale et
entraine la mort de la cellule (Roninsatral, 2001).

3. Conséquences tissulaires et réle des différents compartiments

La réponse tissulaire aux rayonnements ionisamtsreprocessus complexe résultant
de la multiplicité des cibles radio-induits :

1) Les effets directs ou théorie de pertes cellulair€ette théorie suppose que les
effets tissulaires observés apres irradiation téstide la perte cellulaire radio-
induite. Les différents compartiments intestinagxie sont le mésenchyme
(sous-muqueuse, muscle) ainsi que le compartimastwaire et la muqueuse,
suite aux pertes cellulaires radio-induites, vorévedopper des réponses
différentes selon leur capacité de prolifératiotlutire et de défense anti-
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oxydante et selon la durée de vie de leurs celldiférenciées. Par exemple,
lorsque le taux de renouvellement cellulaire est,leomme dans le cas du
compartiment mésenchymateux, I'expression des dagemarécoces va étre
visible longtemps apres I'exposition aux rayonnetméonisants. Par contre, les
dommages induits par lirradiation sur les compaets a renouvellement
rapide, comme la muqueuse, vont, par contre, apmarepidement apres
exposition. L’expression des dommages vasculaipgant a eux, est visible dés
les premieres heures apres irradiation, mais égaierdans des temps plus

tardifs.

2) Les effets indirectsLes conséquences tissulaires de l'irradiatioseneéduisent
pas a la somme des effets cellulaires directseffiess indirects se surajoutant.
Les conséquences tissulaires sont donc la réssltacdmplexe de
communications intercellulaires.

3) Les effets fonctionnelsLes modifications phénotypiques des cellules iées|
comme par exemple [lactivation cellulaire, la dé&fiénciation...etc,
conditionnent la réponse tissulaire en termes dergé de dommages mais
également dans la durée d’expression des Iésions.

L’organisation des tissus en compartiments fonctsts et prolifératifs est importante
dans la réponse des tissus a lirradiation. Leutisgestinal est un tissu dit hierarchisé,
composé de différents compartiments que sont :

v' Le compartiment muqueux caractérisé par un épithiélnonostratifié
a fort taux de renouvellement cellulaire

v' Le compartiment mésenchymateux, correspondantsada-muqueuse
et aux couches musculaires, est composé de celguesscentes,
comme les fibroblastes ou les cellules musculdisess.

v' Le compartiment vasculaire, comprenant les cellideslothéliales,
mais également les cellules musculaires lissesulaises.

a. Compartiment mésenchymateux

Le fibroblaste, cellule clé du tissu conjonctif,épente un phénotype variable en
fonction des conditions physiopathologiques au d&in méme tissu : fibrocyte quiescent au
sein d’'un tissu conjonctif mature, ou myofibrobéasictivé au cours du processus cicatriciel
(Gabbiani, 1994). Le fibroblaste est une cellulerétice qui élabore les différents
constituants de la matrice extracellulaire (colfee fibronectine, protéoglycanes, et
glycoprotéines de structure) et les enzymes deadé@gon de cette matrice (protéinases,
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collagénase, estérases). |l assure ainsi le relemnant de cette matrice par le maintien de
I'équilibre entre la synthese et la dégradationritiatle. Les facteurs de croissance, tels que
I'IFN- B, le PDGF,