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Résumé

Au cours des derniéres décennies, la radiothérapie s’est imposée comme étant un outil majeur
dans le traitement des cancers de la zone abdomino-pelvienne. Malgré les évolutions
technologiques, la radiothérapie reste associée a des effets secondaires pouvant parfois étre
trés handicapants, principalement dus a la toxicité des rayonnements ionisants pour les tissus
sains entourant la tumeur. Dans le cadre des radiothérapies abdomino-pelviennes, ces effets
secondaires vont majoritairement toucher le tractus gastro-intestinal, tres sensible aux
radiations. La mise au point de traitements curatifs est donc devenue une priorité. Les cellules
stromales mésenchymateuses (CSM) ont montré leurs capacités de régénération tissulaire et
d’immunomodulation dans de nombreux modéles. Durant ma thése, nous avons voulu mettre
en évidence le bénéfice thérapeutique apporté par les CSM dans le traitement des Iésions
radio-induites, ainsi que les mécanismes sous-jacents. Nos résultats nous ont permis de
démontrer 1’efficacité de notre traitement, avec un effet a la fois sur la structure et sur les
fonctions contractiles coliques. Nous avons pu montrer que cette efficacité thérapeutique
dépend de deux processus :

- La stimulation de la prolifération épithéliale par la voie Wnt permet d’améliorer la
régénération épithéliale ;

- Une sécrétion locale accrue de corticostérone permet quant a elle de diminuer le
nombre et 1’état d’activation des lymphocytes T.
Nos résultats suggérent également 1’existence d’un lien entre les deux phénomeénes observes,

donnant une nouvelle preuve des effets combinatoires de la thérapie par CSM.

Mots Clés: Radiothérapie, Cellules Stromales Mésenchymateuses, Inflammation,

Epithélium, Glucocorticoides, Wnt.



Abstract

Treatment of radio-induced colorectal lesions with Mesenchymal Stromal Cells (MSC) :

part of the inflammatory process

Throughout the last decades, radiotherapy established as a major tool in the treatment of
abdominopelvic cancers. Despite great technological evolutions, radiotherapy remains
associated with side effects that can sometimes be really harmful, this being mainly due to the
toxicity of ionizing radiations for healthy tissues surrounding the tumor. As part of
abdominopelvic radiotherapies, these side effects mainly affect the gastrointestinal tract,
which is very sensitive to radiations. The development of curative treatments thus became a
priority. Mesenchymal stem cells (MSC) showed their immunomodulatory ability as well as
their ability to regenerate tissue in many models. During my thesis, we aimed at giving rise to
the therapeutic advantage brought by MSC in the treatment of radioinduced damage as well as
the underlying molecular mechanisms. Our results allowed us to demonstrate the efficiency of
our treatment with an effect both on the colic epithelial structure and on its contractile
functions. We demonstrated that this therapeutical efficiency depends on two processes.
Stimulation of the epithelial proliferation through the Wnt pathway allows the epithelial
regeneration process to be enhanced. The increased local corticosterone secretion allows the
number and the activation state of T lymphocytes to diminish. Our results moreover suggest
the existence of a link between the two observed phenomenons thus providing with a new
proof of the combinatory effects of MSC therapy.

Key words: Radiotherapy, Mesenchymal stem cells, inflammation, Epithelium,
glucocorticoids, Wnt.
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Avant-Propos

Au cours des dernieres décennies, la radiothérapie est devenue un outil majeur dans la lutte
contre le cancer. Bien que les progrés technologiques réalisés permettent une utilisation plus
précise et sécurisée des rayonnements, d’importants risques persistent. En effet, comme pour
tout traitement médical, les effets secondaires inhérents a la thérapie sont a prendre en
compte. Ainsi, bien que le bénéfice de la radiothérapie sur la régression tumorale soit
important, les dommages qu’elle provoque sur les tissus sains non-tumoraux environnants la
tumeur peuvent étre graves, et restent I’un des facteurs limitant majeurs dans le traitement des
cancers.

Les cancers de la zone abdomino-pelvienne (prostate, utérus, vessie, ...) sont les cancers le
plus souvent traités par radiothérapie et représentent a eux seuls la moitié des protocoles
radiothérapeutiques effectués chaque année en France. De par leur localisation, ces tumeurs
sont proches d’organes trés sensibles aux effets des rayonnements ionisants. En effet, le
tractus intestinal, qui est un organe a renouvellement cellulaire tres rapide et donc trés
sensible aux rayonnements ionisants, va se trouver dans le champ d’irradiation lors du
traitement de la majeure partie de ces tumeurs. On estime ainsi que 80% des patients qui
subissent une radiothérapie abdomino-pelvienne développent des effets secondaires
intestinaux aigus aboutissant a une modification durable de leurs fonctions intestinales. Aprés
10 ans, 5 a 10% de ces patients développent des effets secondaires chroniques sévéres, tels
que des saignements rectaux, des occlusions, une incontinence et des diarrhées, associés avec
une morbidité et une mortalité importantes. Ces symptdémes trés handicapants et le nombre
grandissant de patients atteints ont d’ailleurs abouti a la désignation des effets secondaires
intestinaux des radiothérapies comme étant une pathologie a part entiére, appelée « pelvic
radiation disease ». Malgré cette nouvelle reconnaissance en tant que pathologie, les
traitements actuellement disponibles en clinique afin de pallier a ces effets secondaires
intestinaux restent malheureusement le plus souvent symptomatiques et non pas curatifs. 1ls
permettent ainsi de diminuer les signes pathologiques mais pas de soigner la pathologie en
elle-méme.

Devant ce manque de moyens thérapeutiques réellement efficaces, le laboratoire de
Radiopathologie et Thérapies Expérimentales s’est fixé deux buts: comprendre les

mécanismes sous-jacents aux effets néfastes des rayonnements ionisants afin de mettre a jour
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de nouvelles cibles thérapeutiques potentiellement exploitables en clinique, et développer de
nouvelles approches thérapeutiques basées sur I'utilisation de la thérapie cellulaire, et plus
particuliérement des Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM), afin de lutter efficacement
contre les effets secondaires des radiothérapies. C’est dans ce dernier projet que mon travail
de thése a trouvé sa place, avec pour but spécifique de comprendre les mécanismes a 1’origine
des effets bénéfiques d’ores et déja observés au sein du laboratoire suite au traitement des
lesions intestinales radio-induites par thérapie cellulaire utilisant des CSM. La mise en place
et I’évolution d’un processus inflammatoire étant depuis longtemps impliquées dans la
réponse tissulaire aux rayonnements ionisants, et les importantes capacités des CSM a
moduler ce type de processus, nous ont poussé a orienter mes travaux de thése vers I’analyse
spécifique de I’impact du traitement par CSM sur la réponse inflammatoire radio-induite.

Afin de faciliter la compréhension des résultats issus de nos travaux, I’introduction de ma
thése portera dans un premier temps sur les conséquences d’une exposition abdomino-
pelvienne aux rayonnements ionisants. Les deux autres chapitres seront quant a eux consacrés
aux CSM, avec une présentation de leurs utilisations en thérapie cellulaire suivie d’une
analyse plus approfondie de leurs nombreux modes d’action et de leurs interactions avec le

systeme immunitaire.
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Introduction

1. Les radiothérapies abdomino-pelviennes : bénefices et effets secondaires

La radiothérapie est 1’'une des armes thérapeutiques majeures dans la lutte contre le cancer.
Les spécialistes estiment ainsi que deux tiers des malades atteints d’un cancer recevront des

séances de radiothérapie au cours de leur prise en charge.
1.1. Utilisation des rayonnements ionisants en cancérologie
1.1.1. Origine de la radiothérapie

La radiothérapie est définie comme 1’utilisation thérapeutique des radiations ionisantes. Elle
est majoritairement utilisée afin de traiter les cancers de facon locorégionale. Le but du
traitement par rayonnements ionisants va alors étre de détruire 1’intégralité des cellules
cancéreuses tout en préservant au maximum les tissus sains qui les entourent.

L’origine de la radiothérapic remonte a la fin du XIX*™ siécle et est liée & trois découvertes
scientifiqgues majeures : les rayons X par Wilhelm Rontgen en 1895, la radioactivité par
Antoine Henry Becquerel en 1896 et le radium 226 par Pierre et Marie Curie en 1898.
L’observation des effets des rayons X et du radium sur les tissus a été extrémement rapide a la
suite de leur découverte. Les premiers essais de thérapie anti-tumorale par rayons X ont ainsi
eu lieu moins d’un an aprés leur découverte. Les premiers essais de curiethérapie par le
radium ont quant a eux été pratiqués en 1901 par le docteur Henri-Alexandre Danlos a
I’hopital St Louis. Au cours des premiéres dizaines d’années d’utilisation, les protocoles de
radiothérapie étaient principalement basés sur 1’utilisation des rayons X en exposition externe
et du radium en application directe, notamment pour les cancers cutanés. Malgré une
utilisation déja importante en Europe et aux Etats-Unis au cours de la premiére moitié du
XX sigcle, c’est au cours des années 1950 que la radiothérapie va réellement prendre son
essor grace a I’apparition des bombes au Cobalt (1951) et des accélérateurs linéaires de
rayons X (1952). Ces nouveaux appareils sont manipulables a distance et permettent de pallier

a I’irradiation non contrélée des personnels médicaux suite a la manipulation directe des
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sources, qui a causé de nombreux décés au cours de la premiere moitié du siécle. Depuis lors,
les évolutions technologiques n’ont pas cessé de faire avancer la radiothérapie, notamment
grace a 1’apparition de nouvelles techniques d’imagerie (scanner, IRM, PET-Scan) qui
permettent un meilleur ciblage des tumeurs ainsi qu’une meilleure protection des tissus sains

environnant.

1.1.2. Les différents types de radiothérapies

En 2010, parmi les 906 735 patients pris en charge en France pour le traitement de leur
cancer, 173 852 été traités par radiothérapie (source Institut National du Cancer « Situation de
la radiothérapie en 2011 », juin 2012).

Le terme «radiothérapie » regroupe trois types de thérapies différentes : la radiothérapie
externe, la curiethérapie et la radiothérapie métabolique.

La radiothérapie externe : il s’agit de la méthode la plus connue du grand public et la

plus utilisee par les radiothérapeutes. Dans ce type de traitement, la source du rayonnement
(accélérateur linéaire ou, de moins en moins, appareil au Cobalt 60) se trouve a I’extérieur du
patient et en est ¢loignée d’environ 80 centimetres. Cette distance oblige les rayons a traverser
la peau et les tissus normaux entourant la zone a traiter. Cela va entrainer des atteintes aux
tissus sains qui peuvent étre importantes. Afin de pallier au maximum a ces atteintes, des
techniques d’irradiation multifaisceaux, appelées radiothérapie conformationnelle, ont vu le
jour. La dose délivrée a la tumeur ne provient alors non plus d’une seule source mais de 4 a 6
faisceaux de moindre énergie qui convergent sur la tumeur. Les radiothérapeutes peuvent
ainsi délivrer une forte dose de rayonnements a la tumeur tout en n’irradiant que faiblement
les zones saines traversées par les rayons. De nombreuses améliorations ont pu étre apportées
aux protocoles de radiothérapie conformationnelle grace a son couplage avec les techniques
d’imagerie. Ainsi, la radiothérapie conformationnelle en 3 dimensions (3D-CRT: 3
Dimensions - Conformal Radiation therapy) permet d’administrer une dose précise de
radiations a un volume cible donné grace a la reconstruction en 3 dimensions du volume
tumoral et des tissus sains I’environnant. La 3D-CRT peut également étre combinée a une
modulation de I’intensité de I’irradiation (IMRT : Intensity Modulated Radiation Therapy).
Dans ce cadre, 1’intensité des faisceaux d’irradiation va étre modulée au cours des séances

afin d’adapter la dose regue a la forme et a la taille du volume tumoral tout en limitant les
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atteintes aux tissus sains environnants. Enfin, la tomographie, ou radiothérapie hélicoidale,
couple I’imagerie par rayons X a la radiothérapie. Cette technique, associée ou non a la 3D-
CRT ou a I'IMRT, permet de vérifier le positionnement du patient ainsi que I’évolution du
volume tumoral avant chaque séance. Les faisceaux de rayonnements vont également pouvoir
étre orientés tout au long de la séance afin de s’adapter au mieux a la forme des zones a traiter
mais aussi a celles a éviter. Ces nouvelles méthodes de traitement ont toutes un but commun :
améliorer la destruction tumorale tout en préservant au maximum les tissus sains environnants
afin de limiter autant que possible les effets secondaires des radiothérapies. En 2010, presque
90% des traitements radiothérapeutiques ont été réalisés a I’aide d’un protocole de
radiothérapie conformationnelle. Toutes techniques confondues, la radiothérapie externe
représentait quant a elle un peu moins de 93% des traitements délivrés, soit 1 662 654 séances

(source Institut National du Cancer).

La curiethérapie : également appelée brachythérapie, est I’une des plus anciennes

applications thérapeutiques de la radioactivité. Cette technique consiste a appliquer
directement une source radioactive au niveau de la tumeur a traiter. Pour ce faire, une source
scellée contenant un radioélément (voir tableau 1) est directement implantée au sein de la
masse cancéreuse (curiethérapie interstitielle) ou dans une cavité naturelle de I’organisme
située a proximité (curiethérapie endocavitaire). Dans le cas des tumeurs cutanées,
I’application de la source peut étre réalisée directement sur la zone a traiter (curiethérapie de
surface). De par le positionnement précis des sources radioactives au sein ou a proximité
directe de la tumeur a irradier, les rayonnements n’affectent qu’une zone trés localisée autour
de la source, permettant ainsi de fortement limiter la dose regue par les tissus sains
environnant. Les applications de la curiethérapie sont nombreuses, avec une utilisation
fréquente dans le cadre des cancers gynécologiques tels que les cancers du col de I’utérus et
de I’endometre. Elle est également utilisée comme traitement préférentiel dans le cas des
cancers de la prostate, et est le traitement le plus adapté au soin des cancers de la téte et du
cou, qui nécessitent une bonne efficacité anti-tumorale associée a une forte préservation des

tissus avoisinant.
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Iridium 192 (1) Radioélément le plus utilisé
lode 125 (**°I) Cancer de la prostate et du col de 1’utérus
Césium 137 (**'Cs) Cancer de I’utérus et du vagin
Cobalt 60 (*’Co) Cancer des bronches, de 1’cesophage et de la prostate
Palladium 103 (***Pd) Cancer de la prostate
Ruthénium 106 (*°Ru) Cancers ophtalmiques

Tableau 1 : Radioéléments utilisés en curiethérapie et leurs principales applications
cliniques

La radiothérapie métaboligue : également appelée radiothérapie interne vectorisée,

elle consiste a irradier des cibles tumorales de petite taille, souvent disséminées dans
I’organisme, a I’aide de médicaments radioactifs. Cette technique est initialement basée sur la
capacité accrue que possédent certaines tumeurs a capter certaines substances. Ainsi, la
premiére application de la radiothérapie métabolique fut le traitement des cancers de la
thyroide par administration d’iode 131. Cependant, I’administration systémique d’un vecteur
radioactif pose le probleme de la toxicité aux tissus sains, qui vont eux aussi capter et
métaboliser ce vecteur. Il faut donc trouver le compromis idéal entre la dose nécessaire a
I’éradication des cellules tumorales et la dose supportée par les tissus sains. Cette limitation
dans la dose administrable a fait émerger un nouveau concept : le ciblage thérapeutique. Le
but ici est de traiter plus sélectivement les cellules tumorales tout en préservant les cellules
saines. Grace a leur reconnaissance spécifique de leur cible, les anticorps monoclonaux anti-
cancéreux couplés a des radionucleides permettent ainsi de limiter les effets secondaires liés a
la destruction des tissus sains tout en assurant une bonne efficacité thérapeutique sur les
cellules tumorales. D’autres vecteurs ciblés, tels que les analogues radiomarqués de la
somatostatine (par exemple le In-111 pentetreotide), sont également en bonne voie de
développement. Les études cliniques menées sur ce type de traitement montrent un taux de
réponse ¢€levée, bien que I’impact sur la survie des patients ne soit pas encore completement
satisfaisant. La radiothérapie interne vectorisée semble cependant appelée a se développer et a

prendre une part de plus en plus importante dans le traitement des cancers.

Le choix de la méthode employée afin de traiter un cancer donné repose sur trois critéres
majeurs : la profondeur de la tumeur, le volume tumoral et les organes sains avec lesquelles la

zone a traiter est en contact. Ces trois informations vont permettre aux équipes médicales de
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choisir la technique qui permettra d’obtenir la meilleure éradication tumorale tout en offrant le

moins de risques de complications possible.

1.1.3. Association de la radiothérapie avec d’autres thérapies anti-cancereuses

A D’exception de certaines tumeurs tres localisées traitées par curiethérapie (sphere ORL, col
de I'utérus, prostate, peau), la radiothérapie est le plus souvent utilisée en association avec
I’'une des autres thérapies anti-cancéreuses a disposition des oncologues. En effet, il faut
garder a I’esprit que toute tumeur cancéreuse, aussi localisée qu’elle puisse étre, est une
maladie systémique potentielle. Le risque que des cellules cancéreuses quittent la tumeur et
aillent former des métastases est invariablement présent. Les traitements locorégionaux tels
que la chirurgie et la radiothérapie permettent 1’¢limination de la tumeur primaire et des
ganglions environnants, mais ne permettent ni de traiter ni de prévenir les métastases
potentielles. C’est pourquoi ces méthodes locales sont généralement associées a des

traitements a visée systemique comme la chimiothérapie.

Associations _radio-chirurgicales : différentes approches chirurgicales sont utilisées

afin d’aboutir & une exérése totale (chirurgie radicale) ou partielle (chirurgie de cytoréduction)
de la tumeur. De par son action locorégionale, la radiothérapie constitue une technique tres
complémentaire de la chirurgie. Différents schémas d’associations ont de fait été établis en
fonction de la chronologie d’administration de chaque traitement. Lorsque la radiothérapie est
appliquée apres 1’acte chirurgical, on parle de radiothérapie adjuvante. Le but de I’irradiation
est alors d’¢liminer les cellules cancéreuses qui n’ont pas été ¢liminées lors de la chirurgie
afin de diminuer les risques de reprise de la tumeur primaire. Elle permet également d’obtenir
’éradication finale de la tumeur a la suite d’une chirurgie de cytoréduction. La radiothérapie
néo-adjuvante est quant a elle utilisée en amont de I’acte chirurgical. Le but est ici de
diminuer la taille de la tumeur afin de rendre opérables certaines masses trop volumineuses et
considérées comme inextirpables en 1’état. En outre, son utilisation peut permettre de
pratiquer une chirurgie conservatrice a la place d’une chirurgie mutilante, notamment dans le
cas des cancers du rectum. Une nouvelle technique émerge également de plus en plus : la
radiothérapie intra-opératoire. Cette technique consiste a irradier une tumeur profonde
(rectum, pancréas) au cours de I’intervention permettant son exérése chirurgicale. Elle permet

ainsi de délivrer au volume cible une dose élevée de radiations tout en épargnant les organes
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sains environnants (intestins, reins) qui auront été préalablement éloignés par le chirurgien, et
seront par la suite remis en place. Cette technique reste cependant associée a une radiothérapie
externe post-opératoire et n’est utilisée qu’afin de délivrer une dose supplémentaire au

volume cible tout en préservant les tissus sains.

Associations _radio-chimiothérapiques : la chimiothérapie est ’outil roi dans le

traitement des cancers disséminés. Le terme « chimiothérapie » regroupe un grand nombre de
molécules différentes qui vont toutes interférer avec le métabolisme cellulaire normal. De ce
fait, ces molécules vont agir comme des agents cytotoxiques et provoquer la mort des cellules
cancéreuses, aboutissant ainsi a une inhibition de la croissance tumorale suivie d’une
réduction de la taille de la tumeur.

A Tlinverse de la radiothérapie et de la chirurgie, la chimiothérapie est un traitement
systémique. Elle va donc avoir une action sur toutes les cellules cancéreuses présentes dans
I’organisme, permettant ainsi de limiter le développement des métastases. La radiothérapie et
la chimiothérapie fonctionnent de facon complémentaire et sont donc fréquemment associées.
Le plus souvent, les protocoles font intervenir les deux traitements de fagon séquentielle. Le
patient va alors généralement recevoir plusieurs cures de chimiothérapie qui seront suivies
quelque temps plus tard par un protocole de radiothérapie. Cet enchainement thérapeutique
sera le plus souvent répété plusieurs fois jusqu’a 1’obtention d’une réponse clinique
satisfaisante. Dans d’autres cas, les deux thérapies seront associées de fagcon concomitante.
Les oncologues et les radiothérapeutes vont alors tirer profit de la capacité qu’ont les
molécules de chimiothérapie a fragiliser ’ADN des cellules (inhibition de la réplication et de
la transcription par le Cisplatine, inhibition de la synthése d’ADN par le Fluorouracile, ou 5-
FU), les rendant ainsi plus sensibles a 1’effet des rayonnements ionisants. Cette sensibilisation
va alors permettre de faciliter 1’élimination de certaines tumeurs réputées radio-résistantes.
Cependant, ce genre d’association n’est pas sans risques. En effet, si la chimiothérapie
interfére avec le métabolisme des cellules cancéreuses, elle impacte aussi le fonctionnement
des cellules saines. Cette sensibilité des cellules saines est d’ailleurs, tout comme pour la
radiothérapie, en grande partie a I’origine des effets secondaires li€s aux chimiothérapies.
L’association de ces deux thérapies doit donc étre réalisée avec prudence afin de ne pas
induire une trop grande toxicité aux tissus sains et de préserver 1’équilibre entre le bénéfice
thérapeutique et les risques d’effets secondaires. Plusieurs cas de toxicité accrue lors de

combinaisons radio-chimiothérapiques ont déja été rapportés (pour revue voir (Niyazi et al.
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2011)). Par exemple, Lordick et al ont rapporté trois cas de toxicité intestinale suite a
I’administration de bevacizumab, un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur au
VEGF, apres la fin du protocole de radiothérapie (Lordick et al. 2006). Deux de ces patients
souffraient de colite ischémique sévere alors que le troisieme présentait une perforation du
cecum associée a des lésions ulcératives du colon. Ce dernier patient est d’ailleurs

malheureusement décédé des suites de ses complications gastro-intestinales.

1.1.4. Risques liés aux radiothérapies anti-cancéreuses

Dans le cas d’une exposition aux rayonnements ionisants a visée anti-cancéreuse, 1’un des
risques de complications le plus important est li¢ a 1’irradiation des tissus non tumoraux situés
dans I’entourage du site tumoral et dans le champ d’irradiation. L’objectif de tout protocole de
radiothérapie va donc étre de trouver I’équilibre idéal entre le bénéfice apporté par la
réduction et le controle de la tumeur et le risque de développer des effets secondaires suite a
I’exposition des tissus sains.

L’utilisation des rayonnements ionisants en cancérologie repose sur la sensibilité aux
rayonnements des cellules en division. Ainsi, les cellules tumorales, qui ont un cycle de
division accéléré par rapport aux cellules saines, seront particulierement sensibles aux effets
de la radiothérapie. Les rayonnements vont occasionner des Iésions a I’ADN des cellules en
cours de division, ce qui va entrainer leur mort a plus ou moins court terme. L’irradiation
n’est pas le seul phénoméne a 1’origine de 1ésions a I’ADN, qui sont courantes au cours de la
vie d’une cellule. C’est pourquoi toutes les cellules sont équipées d’enzymes spécialisées dans
la réparation des 1ésions a I’ADN. Suite a une irradiation, ces enzymes vont étre activées et
vont tenter de réparer les lésions créées par les rayonnements. Or il est intéressant de noter
que les cellules saines ont une capacité de réparation des lésions radiques a I’ADN beaucoup
plus importante que celle des cellules tumorales.

Le premier axe d’optimisation des protocoles de radiothérapie a donc été de jouer sur le
facteur temps. En fractionnant la délivrance de la dose en plusieurs doses réduites et étalées
dans le temps, les atteintes aux tissus sains sont limitées tout en permettant aux cellules saines
de réparer leur ADN entre deux fractions. La mise au point de ces protocoles de
fractionnement a nécessité 1’obtention d’un équilibre subtil entre le temps de récupération des
tissus sains et le temps de reprise de la croissance tumorale. En effet, si le temps laissé entre

deux fractions est trop long, la tumeur peut reprendre sa croissance. A 1’inverse, s’il est trop
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court, ou si la dose administrée par fraction est trop importante, les atteintes aux tissus sains
seront exacerbées. Tout est donc une fois de plus une question d’équilibre de la balance
bénéfices / risques.

La dose totale délivrée, I’intervalle de temps entre les fractions et la dose recue par fraction
vont ainsi étre définies en fonction de deux criteres majeurs, qui sont la dose de contrdle
tumoral et la dose de tolérance des organes a risques.

La dose de contrdle tumoral est la dose d’irradiation nécessaire pour obtenir la destruction
compléte de la tumeur dans 90% des cas. Elle dépend directement de la sensibilité de la
tumeur a I’irradiation. La sensibilité aux rayonnements ionisants dépend :

- du type histologique de la tumeur : un cancer de type ovarien ou testiculaire
(séminomes) nécessitera une dose plus faible qu’un adénocarcinome (cancer
épithélial) ;

- du volume tumoral : plus une tumeur est grosse et plus la dose délivrée devra étre
importante ;

- de Dl’aspect anatomique de la tumeur : les tumeurs infiltrantes, dont les cellules
cancéreuses sont profondément ancrées dans les tissus, nécessitent de plus fortes
doses que les tumeurs dites végétantes qui restent superficielles.

La dose de tolérance des organes a risque est la dose d’irradiation maximale tolérée par un
tissu sain au cours de la radiothérapie. Cette dose de tolérance est le plus souvent associée a
un volume d’irradiation a ne pas dépasser. On prend ainsi en compte la dose totale recue mais
¢galement la proportion irradiée au sein d’un organe donné. La dose de tolérance des organes
a risque est calculée en fonctions d’algorithmes tels que le NTCP (Normal Tissu
Complication Probability) ou encore I’THDV (Histogramme Dose/Volume). Le NTCP permet
de calculer la probabilité¢ de survenue d’une complication en ramenant 1’ensemble des doses
non-uniformes regues par un organe a une dose uniforme regue par 1/3, 2/3 ou la totalité de
I’organe. Le résultat est alors exprimé en pourcentage du risque d’apparition d’une
complication sévere a 5 ans. L’HDV prend quant a lui en compte la dose maximale tolérée par
I’organe mais également son architecture et permet de connaitre la dose maximale tolérée

ainsi que le volume irradié a ne pas dépasser afin d’éviter I’apparition de complications.

Les organes sains impliqués lors des radiothérapies, appelés organes a risque, sont classés en
trois catégories : trés radiosensibles (gonades, ceil), moyennement radiosensibles (intestin

gréle, coeur, poumons) et peu radiosensibles (os, muscle). Les complications cliniques
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imputables a I’irradiation dépendent de la capacité des organes & continuer a assurer leur
fonctionnement normal aprés 1’exposition. Ainsi, les organes présentant une architecture
dite en série, comme la moelle épiniére ou I’intestin, verront leur fonction complétement
altérée alors méme qu’une seule sous-unité sera atteinte. Les organes structurés en paralléle,
comme les poumons ou les reins, n’auront leur fonction altérée que lorsqu’un certain volume
sera atteint. Ainsi, I’organe dans son ensemble va étre trés sensible a 1’irradiation mais son
exposition sur une zone limitée sera sans effet notable sur sa fonction. Les tableaux 2 et 3
reprennent les doses de tolérances de différents organes a risques, la classification de ces
organes en fonction de leur radiosensibilité ainsi que les complications cliniques observées

lors de leur irradiation au-dela de leur dose de tolérance (source SFRO, 2007).

Organe a risque | Dose et volume de tolérance
Tronc cérébral Dose maximale de 50 Gy
Moelle épiniere Dose maximale de 45 Gy
Larynx Dose maximale de 20 Gy
Conduit auditif, oreille moyenne | o1 de 50-55 Gy
et interne
Eil Dose moyenne < 35 Gy
Poumon sain Dose maximale de 20 Gy sur 35% du volume
Dose maximale de 30 Gy sur 20% du volume
(Esophage Dose maximale de 40 Gy sur une hauteur de 15 cm
Foie Dose maximale de 30 Gy sur 50% du volume
Dose inférieure a 26 Gy dans le foie total
Ceeur Dose maximale de 35 Gy dans I’ensemble du cceur
Rein Dose maximale de 20 Gy dans un volume cumulé
équivalent a un rein entier fonctionnellement normal
Intestin gréle Dose maximale de 50 Gy
Dose maximale de 40 Gy sur un grand volume
Estomac, Duodénum Dose maximale de 45 Gy
Dose maximale de 54 Gy dans un petit volume
Vessie Dose maximale de 60 Gy sur 50% du volume
Dose maximale de 70 Gy sur 25% du volume
Cols, tétes fémorales Dose maximale de 50 Gy sur 10% du volume
Rectum (paroi rectale) Dose maximale de 60 Gy sur 50% du volume

Dose maximale de 70 Gy sur 25% du volume
Dose maximale de 74 Gy sur 5% du volume

Tableau 2 : Doses de tolérance des principaux organes a risque et des tissus sains
calculées a partir de ’HDV (source Guide des procedures de radiothérapie externe 2007,
SFRO)
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Organe a risque | Principales Iésions radiques

Organes tres radiosensibles : 1ésions severes pour des doses faibles

Ovaire Stérilité et castration temporaire ou définitive
Testicule Stérilité temporaire ou définitive selon la dose
Cristallin Cataracte

Cartilage de conjugaison = Retard ou arrét de croissance

Rein Néphrite radique

Foie Hépatite radique

Moelle hématopoiétique | Aplasie médullaire plus ou moins profonde et prolongée
Organes radiosensibles : Iésions séveres pour des doses moyennes

Poumon Insuffisance respiratoire

Ganglion - Rate Atrophie ganglionnaire ou splénique

Cceur Péricardite constrictive si un large volume est irradié

Intestin gréle Gréle radique, perforation

Estomac Ulcération gastrique severe

Moelle épiniere Myélite radique aboutissant a une paraplégie ou une tétraplégie
selon le niveau irradié

Colon Sténose ou perforation

Rectum Rectite radique, perforation

Cerveau Encéphalite radique, démence

Thyroide Insuffisances thyroidiennes

Oreille moyenne Hypoacousie

(Esophage (Esophagite, perforation

Muqueuse ORL Mucite, dysphagie

Peau Radiodermite, fibrose, télangiectasie

Organes peu radiosensibles : 1ésions séveres pour des doses importantes

Utérus — Vagin Sténose vaginale

Os Fracture possible sur os fragilisé

Muscle Sclérose et rétraction du volume musculaire en fonction du
volume irradié

Grosses arteres Sténose responsable d’accidents ischémiques

Tissu conjonctif Fibrose radique

Tableau 3 : Radiosensibilité des organes a risque et complications cliniques observées
suite au dépassement de leur dose de tolérance (source Guide des procédures de
radiothérapie externe 2007, SFRO)

Les toxicités aux tissus sains ont été largement étudiées, ce qui a abouti a 1’¢laboration du
Common Terminology Criteria for Adverse Event (CTCAE). Ce recueil, établi par ’Institut
National du Cancer américain, a pour but de permettre a tous les praticiens de décrire et de
classifier les effets secondaires des radiothérapies de facon homogene. On y trouve donc une
description ainsi qu’une classification des effets secondaires des radiothérapies en fonction
des organes a risques et de la gravité des effets observes. Cingq grades de sevérité ont été
établis (source CTCAE v4.03, 14 juin 2010). lls prennent en compte la gravité des symptomes
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et des 1ésions mais aussi les modifications de 1’activité quotidienne qu’ils provoquent chez les
patients.

Grade 1: Léger. Symptobmes légers voire inexistants; observations cliniques ou
diagnostiques seulement ; pas d’indication d’intervention. Aucune modification de la vie
quotidienne du patient.

Grade 2 : Moyen. Modifie ’activité quotidienne habituelle du patient. Des interventions
minimales, locales et non-invasives peuvent étre nécessaires.

Grade 3 : Sévere. Effet médicalement significatif mais ne menacant pas la vie du patient.
Nécessite généralement une hospitalisation qui va empécher le patient d’avoir une activité
quotidienne normale.

Grade 4 : Tres severe. Effet menacant la vie du patient. Implique la pratique de mesures
d’urgence telle que I’hospitalisation en soins intensifs.

Grade 5 : Complication mortelle.

Tous les effets secondaires ne sont pas gradés dans toutes les catégories. En effet, si certains
ne seront jamais classé comme légers, d’autres ne mettront jamais en péril la vie du patient.

La classification est donc adaptée pour chaque type d’effet secondaire répertori€.

Un autre risque li¢ a I’utilisation des rayonnements ionisants pour traiter les cancers est le
risque de surdosage accidentel. Ce surdosage peut provenir d’une défaillance matérielle,
d’une défaillance humaine ou d’une combinaison de ces deux parameétres.

Le cas de surdosage accidentel le plus tristement connu, et le plus grave ayant jamais eu lieu
en France, est celui ayant été découvert en 2006-2007 au sein du centre hospitalier Jean
Monnet d’Epinal. Tous les patients concernés par ce surdosage ont été traités par
radiothérapie conformationnelle pour un cancer prostatique. Entre mai 2004 et aolt 2005, 24
malades ont recu une dose de rayonnement 20% trop élevée par rapport a la dose de 70 a
78Gy initialement prescrite (Peiffert et al. 2007). Ce surdosage provient d’une erreur dans le
calcul de la dose d’irradiation délivrée lors des séances de radiothérapie. Une autre erreur de
dosage s’¢levant a 10% de la dose prescrite a également été mise en évidence. Il s’agissait
cette fois d’une surdose de rayonnements due a 1’utilisation de 1’imagerie portale, qui permet
de vérifier le bon positionnement des faisceaux d’irradiation lors des séances de radiothérapie
conformationnelle. Cette imagerie induit en effet une irradiation de 0,2Gy par exposition
(source IRSN) qui doit systématiquement étre déduite de la fraction radiothérapeutique

administrée. Une autre procédure, appelée « matching» et visant a vérifier le bon
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positionnement des patients, a quant a elle entrainé un surdosage de 0,15Gy par « matching ».
C’est 1’absence de déduction de ces deux doses additionnelles qui a entrainé ce nouveau
surdosage de 10%. En plus des 24 patients deja accidentés qui ont donc recu une surdose
totale de 30%, cette nouvelle surdose a affecté 397 patients traités dans ce centre de 2001 a
2006.

Les 24 patients ayant recu le surdosage de 30% ont par la suite souffert de trés séveres lésions
radio-induites. Un grand délabrement tissulaire associé a des nécroses importantes ainsi qu’a
des fistules uro-digestives reliant le rectum et la vessie ont de fait été observés. Les douleurs
associées étaient par ailleurs intenses et résistantes aux traitements morphiniques.

Malgré une incidence plus élevée des effets secondaires habituellement observés suite a une
radiothérapie prostatique (rectites et cystites radiques), les 397 patients ayant recu 10% de

surdose n’ont quant a eux pas subi de dommages extrémes suite a leur sur-irradiation.

1.2. Effets secondaires des radiothérapies abdomino-pelviennes

1.2.1. Organes sains touchés lors des radiothérapies abdomino-pelviennes

Les cancers de la zone abdomino-pelvienne représentent une part trés importante au sein de
I’ensemble des nouveaux cas de cancers diagnostiqués chaque année. Ainsi, parmi les 365
500 nouveaux cas de cancers diagnostiqués en France en 2011, 55,9% de ceux de ’homme et
27,3% de ceux de la femme étaient localisés dans la zone abdomino-pelvienne (source Institut
national du cancer). Chez ’homme, le cancer de la prostate est celui qui a la plus forte
prévalence avec 71 000 nouveaux cas diagnostiques en 2011, suivi de pres par le cancer
colorectal (21 500 nouveaux cas, 3™ cancer le plus fréquent) et le cancer de la vessie. Chez
la femme, le cancer colorectal est le deuxieme cancer le plus incident (19 000 nouveaux cas),
suivi de plus loin par le cancer du col de 1’utérus et celui de I’ovaire (respectivement 6 800 et
4 620 nouveaux cas).

La thérapie la plus fréquemment employée pour traiter les différents cancers de la zone
abdomino-pelvienne est la radiothérapie, qu’elle soit externe, comme pour le cancer
colorectal, ou sous forme de curiethérapie, comme pour la prostate ou le col de 1’utérus. La
radiothérapie trouve d’ailleurs sa plus forte utilisation dans le cadre du traitement de ces
cancers. L’exposition de la zone abdomino-pelvienne aux radiations nécessite la prise en

compte d’organes a risque spécifiques. En effet, ’labdomen regroupe plusieurs organes classés

tres radiosensibles, tels que les ovaires et le foie, mais aussi des organes considérés comme
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étant trés radiosensibles, tels que l’intestin gréle, le colon et le rectum. La vessie est

également un organe fortement a risque lors du traitement des cancers prostatiques.

Les organes a risque qui seront affectés par les rayonnements dépendent de la localisation de
la tumeur a traiter. Ainsi, I’intestin gréle sera particulierement touché lors du traitement des
cancers du pancréas, du canal anal, du rectum et de la vessie. Le rectum quant a lui sera
I’organe le plus affecté par I’irradiation des cancers de la prostate, de la vessie, du col de
I’'utérus et de ’endométre. Le colon sigmoide, qui est le segment le plus proche du rectum
(voir figure 1) est classé comme un organe « a contourner » dans les cancers du col utérin, de
la vulve, de la vessie et de I’endomeétre. Malgré cette volonté de contournement, le colon
sigmoide est souvent atteint lors de 1’irradiation de ces cancers, au méme titre que le rectum
(source Guide des procédures de radiothérapie externe 2007, SFRO). De par la prévalence des
cancers abdomino-pelviens et la difficulté de contourner les organes a risque abdominaux lors
du ciblage tumoral du fait de leur proximité anatomique avec 1’organe porteur de la tumeur,
les patients traités par radiothérapie pour ce type de cancers ont un risque élevé de développer

des effets secondaires liés a ’irradiation des tiSsus sains.

Foie Estomac

Colon Colon
ascendant transverse
Intestin
gréle
: Colon
fppendice descendant
Colon ;
sigmoide r
. Rectum

Figure 1 : Anatomie intestinale chez I’Homme

De par le renouvellement cellulaire rapide de la muqueuse qui les constitue, les différents
segments intestinaux vont tous étre des organes a risque lors des expositions abdomino-
pelviennes. Les symptomes gastro-intestinaux sont donc ceux qui se manifestent le plus

souvent chez les patients ayant subi ce type d’irradiation (voir tableau 4).
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Tumeurs génitales > 90% des cas

Carcinome utérin 30-70% des cas

Carcinome ovarien 10-30% des cas

Carcinome endométrial 10-20%

Carcinome de la vessie La plupart des hommes et 10 a 30% des femmes
Carcinome prostatique Rare mais en quantité croissante

Maladie de Hodgkin 5%

Carcinome colique Environ 2% mais en augmentation

Tableau 4 : Types de cancers donnant le plus souvent des complications intestinales
tardives radio-induites et prévalence chez les patients traités pour ces cancers

On estime que seulement 10 a 20 % des patients ayant subi une irradiation abdomino-

pelvienne n’auront aucune séquelle a long terme en ce qui concerne leur fonction intestinale.
(Andreyev 2007)

1.2.2. Structure et homéostasie colique

Structure colique

Le gros intestin est la partie terminale du tube digestif. Il mesure environ 1,5 m chez
I’Homme et débute avec le cecum d’ou part I’appendice vermiforme, dont I’inflammation
conduit a ’appendicite. On trouve ensuite le colon proprement dit qui, chez I’Homme, est
divisé en cing parties anatomiques : le c6lon ascendant (ou colon droit), le célon transverse, le
colon descendant (ou cdlon gauche), le c6lon sigmoide puis le rectum, qui est la partie
terminale du c6lon.

La fonction essentielle du colon est de transformer les résidus liquides de I’intestin gréle en un
matériau solide en absorbant 1’eau (1 a 1,5 L par jour) et les sels minéraux. Afin de permettre
le transit de ce contenu semi-solide, le cOlon sécréte de grandes quantités de mucus qui
lubrifient sa paroi interne. Le cdlon est également le site de digestion principal de la cellulose
par la flore bactérienne, avant 1’expulsion des déchets alimentaires non digestibles (féces). Il
est a noter que, mis a part un cecum tres important chez les rongeurs par rapport a I’Homme,
les différentes parties du tube digestif ainsi que 1’organisation structurelle de la paroi colique

sont similaires chez ’Homme et les rongeurs.
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L’ensemble de tube digestif présente une structure conservée, qui comprend, de I’intérieur
vers I’extérieur : Une muqueuse, une sous-mugqueuse, une couche musculaire et une sereuse

(voir Figure 2).

Cellules épithéliales
Cellules 2 mucus
Myofibroblastes sub-épithéliaux

Lamina Propria
- Vaisseaux
Lymphocytes
intra-épithéliaux

E—
Couches

Musculaires Muscularis Mucosa
Longitudinale
Circulaire Sous Muqueuse
Systéme nerveux \F,'b.’es
alsseaux

Figure 2 : Structure de la paroi colique

La muqueuse colique est la partie de la paroi intestinale en contact avec le contenu luminal.
Elle est composée uniquement de cryptes, contrairement a la muqueuse de I’intestin gréle qui
présente a la fois des villosites et des cryptes. Les cryptes coliques, ou cryptes de Lieberkihn,
sont formées d’un épithélium composé de 4 types cellulaires (voir Figure 3):

Les cellules souches et progénitrices, immatures, sont situées respectivement a la
base et dans le premier tiers des cryptes. Elles assurent la production et le remplacement des
différentes lignées cellulaires différenciées de la muqueuse.

Les cellules cylindriques (colonocytes) sont les cellules épithéliales les plus
nombreuses du cdlon et forment I’épithélium bordant, en contact direct avec le contenu
luminal. Ce sont elles qui permettent I’absorption de 1’eau et des sels minéraux.

Les cellules caliciformes sont responsables de la production et de la sécrétion de
mucus. On observe une augmentation de la taille des vacuoles de mucines (protéines du
mucus) et une augmentation de la sulfatation des mucines dans le c6lon gauche et le rectum.

Les cellules endocrines sont des cellules épithéliales peu nombreuses (environ 1%)

dispersées parmi les autres cellules de I’épithélium et chargées de médiateurs de type

35



hormonaux tels que la substance P, la somatostatine et le glucagon. Elles jouent un rdle

important dans la régulation de 1’absorption et de la sécrétion intestinale.

Cellules
Cylindriques Crypte de
Cellules Lieberkiihn

Caliciformes

Cellules
Souches

Figure 3 : Muqueuse colique de rat

La monocouche cellulaire épithéliale repose sur une membrane basale composée de collagéne
de type 1V, de protéoglycanes, de laminine et de fibronectine (Simoneau et al. 1998). Ces
protéines matricielles interagissent avec les intégrines des cellules épithéliales, permettant leur
adhésion et la cohésion de 1’épithélium (Beaulieu 1999). On trouve ensuite une couche de
collagéne compacte qui sépare 1’épithélium de la lamina propria (chorion). Le chorion est un
tissu de soutien de 1’épithélium essentiellement composé de collagene, de réticuline et de
fibroblastes encastrés dans une matrice de glycosaminoglycanes. Il contient également des
cellules immunocompétentes, en particulier des lymphocytes T et B, des cellules dendritiques,
des mastocytes muqueux et quelques rares éosinophiles (Lee et al. 1988). La muqueuse
coliqgue comprend également des follicules lymphoides (structures proches des plaques de

Peyer) ainsi qu’une micro-vascularisation endothéliale et lymphatique.

La sous-muqueuse est constituée d’un tissu conjonctif dense séparé de la muqueuse par une
fine couche de cellules musculaires lisses, la Muscularis mucosa (ou musculaire muqueuse).

La musculaire muqueuse du cdlon comprend une couche interne circulaire et une couche
externe longitudinale. La sous-muqueuse est un tissu conjonctif riche en fibres et en cellules
immunes. On y trouve des vaisseaux sanguins et lymphatiques de diametre important qui
portent la vascularisation muqueuse plus fine. On y trouve également des nerfs et de petites

quantités de tissu adipeux chez I’Homme.

36



La musculaire externe (Muscularis propria) est a I’origine des principales forces permettant
la progression des féces dans le tube digestif. Elle se compose d’une couche circulaire de
cellules musculaires lisses et d’une couche longitudinale externe discontinue, disposée en
trois bandes. Cette organisation en bandes longitudinales reliées par de fins faisceaux est
spécifiqgue du cblon. La contraction des muscles lisses du colon est sous le contrble du

systéme nerveux autonome, et en particulier du systéeme nerveux parasympathique.

La séreuse, ou adventice, est la couche la plus externe de I’intestin. Elle est composée de
tissu conjonctif lache soutenant les gros vaisseaux et les nerfs qui irriguent et innervent la

musculaire externe.

Homéostasie intestinale

L’¢épithélium intestinal se compose d’une monocouche de cellules épithéliales qui se
renouvellent intégralement en 4 a 5 jours. Ce renouvellement est assure par le pool de cellules
souches présentes a la base des cryptes intestinales, ainsi que par les progéniteurs situés dans
le tiers inférieur des cryptes (voir figure 4). Les cellules progénitrices issues des cellules
souches migrent le long de la crypte et se transforment en cellules de transition et
d’amplification. Ces cellules d’amplification vont se diviser et se différencier en cellules
fonctionnelles au cours de leur migration vers le sommet de la crypte. En conditions
physiologiques, la mort normale des cellules différenciées est compensée par la production de
nouvelles cellules par les cellules progénitrices. L’homéostasie de 1’épithélium colique est
assurée par les cellules souches de la crypte mais également par leurs interactions avec les
cellules qui constituent leur environnement direct. Ainsi, les cellules épithéliales sont en
contact étroit avec les myofibroblastes péricryptaux, qui assurent le soutien de la crypte grace
a la sécrétion de fibres matricielles. Ces cellules sont en outre capables d’influencer la
prolifération, la différenciation et I’activité des cellules épithéliales via la sécrétion de divers
facteurs moléculaires (TNF-a (Tumor Necrosis Factor a) et KGF (Keratinocyte Growth
Factor) dans le cadre d’une inflammation par exemple). L’homéostasie intestinale est
également fortement influencée par les cellules immunitaires présentes au sein de I’intestin

(voir paragraphe 3.4.1 « systeme immunitaire intestinal »).
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Figure 4 : schéma de la crypte intestinale et des cellules environnantes

L’un des principaux roles de 1’épithélium intestinal est de protéger 1’organisme Vis-a-vis des
pathogenes, commensaux ou non, présents dans la lumiére intestinale. L’épithélium intestinal
sert donc de barriére antimicrobienne. Cette barriere est composée de deux éléments : le
mucus et 1’épithélium lui-méme. Le mucus est un gel hydraté composé de protéines
hautement glycosylées : les mucines. Si le mucus sert de barriere physique entre les
pathogenes et 1’épithélium, il permet également d’inhiber 1’adhésion des bactéries aux cellules
épithéliales. Enfin, sa production va étre augmentée lors d’une infection intestinale afin de
favoriser 1’élimination des pathogénes par voix fécale. La barriére épithéliale est quant a elle
composée d’une monocouche de cellules épithéliales polarisées, reliées entre elles par des
jonctions serrées et adhérentes. Cette barriére est imperméable aux composés hydrophiles s’ils
ne sont pas transportés par les transporteurs spécifiques exprimés a la surface des cellules
épithéliales. Les jonctions adhérentes assurent la cohésion des cellules épithéliales entre elles
et jouent egalement un réle dans la polarisation, la différenciation et la survie des cellules. Ces
jonctions adhérentes sont nécessaires a la formation des jonctions serrées, qui vont réguler les
flux existant entre la muqueuse et le milieu externe. Une augmentation de la perméabilité
intestinale, notamment lors d’une inflammation, va induire une rupture de la protection
épithéliale et ainsi permettre le passage de pathogenes au sein de I’organisme.

Le renouvellement des cellules constituantes de 1’épithélium ainsi que le maintien des
fonctions épithéliales dépendent de I’équilibre existant entre la perte et le renouvellement
cellulaire. Tout stress compromettant la régénération cellulaire va ainsi remettre en cause la
capacité de la muqueuse colique a assurer ses fonctions, et également provoquer 1’exposition

des structures intestinales sous-jacentes aux pathogénes microbiens.
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1.2.3. Réponse colique a I’irradiation

Trois a six heures aprés l’exposition aux rayonnements ionisants, une augmentation de
I’apoptose cellulaire apparait au sein du compartiment souche de la crypte intestinale (Potten
et al. 1990). Les Iésions a I’ADN des cellules en cours de division viennent s’ajouter a cette
augmentation de la mort cellulaire. Ces lésions vont entrainer un arrét temporaire de la
mitose, ce qui va aboutir au mieux a un retard dans la régénération cellulaire et dans le pire
des cas a la mort mitotique des cellules. Le deficit cellulaire induit par la mort des cellules
souches et des cellules progénitrices va altérer le remplacement des cellules différenciées
normalement éliminées a 1’apex des cryptes, induisant 1’apparition d’une atrophic de la
muqueuse intestinale. On observe alors une altération de la fonction de la barriére intestinale
suivie d’une rupture physique de la barriére qui va initier ’ulcération muqueuse ainsi que le
développement d’un processus inflammatoire (détaillé au paragraphe 3.4.3 : cas particulier de
I’inflammation intestinale radio-induite). La progression des lésions muqueuses radiques
comporte 5 phases : I’initiation, 1’activation cellulaire, ’amplification, 1’ulcération et la
cicatrisation.

Initiation : elle est due a I’action directe des rayonnements ionisants sur les cellules.
Les rayonnements vont induire la formation d’espéces réactives de [’oxygéne qui vont
provoquer des dommages a ’ADN et aux macromolécules cellulaires (majoritairement les
protéines).

Activation cellulaire : elle découle de la réponse cellulaire a 1’irradiation. Les 1ésions

a I’ADN vont entrainer I’activation de facteurs de transcription tels que P53 et NFkB (Nuclear
Factor Kappa B). La peroxydation des lipides induite par ’irradiation va quant & elle activer
des voies de réponse au stress (JNK, c-jun,...). L’activation de ces voies de signalisation et de
ces facteurs de transcription va induire la production par les cellules irradiées de cytokines
inflammatoires telles que le TNF-a, I’interleukine 1B (IL-1PB) et I’interleukine 6 (IL-6). La
balance entre les signaux pro et anti-apoptotiques a laquelle vont étre soumises les cellules
épithéliales va déterminer leur survie ou leur entrée en apoptose. En outre, 1’activation
cellulaire des fibroblastes intestinaux va étre responsable de la production de
métalloprotéinases matricielles (MMP) qui vont dégrader la lame basale épithéliale et la
matrice de collagéne subépithéliale, contribuant ainsi aux dommages muqueux radio-induits
(Sonis 2004).
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Amplification : elle va étre due & une stimulation secondaire des voies de
signalisation inflammatoires et apoptotiques par les médiateurs secrétés en réponse a
I’irradiation.

Ulcération : elle est liée a la rupture de la barriere épithéliale suite a 1’apoptose radio-
induite des cellules souches. L’apoptose des cellules souches de la crypte dépend de la dose
d’irradiation regue. Ainsi, de fortes doses d’irradiation vont aboutir a une perte totale des
cellules souches de la crypte qui va elle-méme induire une disparition de la crypte suite a la
migration et a I’exfoliation des cellules différenciées. A des doses plus faibles, il n’y a pas de
stérilisation des cryptes mais la perte d’une partie des cellules souches entraine I’apparition
d’une désorganisation structurelle associée a une perte de fonction de la barriere muqueuse.
Cette perte de fonction de la barriere épithéliale va permettre la prolifération ainsi que
I’infiltration dans la muqueuse des bactéries luminales. Cette invasion bactérienne va
provoquer des lésions secondaires en induisant directement 1’apoptose des cellules
¢pithéliales ainsi qu’une forte réaction inflammatoire, elle-méme a 1’origine de lésions
cellulaires.

Cicatrisation : elle correspond a une résorption progressive de 1’inflammation et est
orchestrée par les cellules mésenchymateuses intestinales. Ces derniéres vont, via la sécrétion
de facteurs de croissance, induire la prolifération et la différenciation des cellules souches
survivantes. Cette stimulation de la multiplication cellulaire va permettre de restaurer la
barriéere muqueuse, et ainsi le contréle de la flore bactérienne. Cette restauration va permettre
la diminution des stimuli pro-inflammatoires et ainsi permettre au tissu de retrouver une
organisation normale. Cependant, aprés irradiation, la mise en place d’une cicatrisation
pathologique est observée, dont la chronicité est en outre associée a un processus

inflammatoire lui aussi chronique.

La phase de cicatrisation est cruciale pour la guérison des lésions, qu’elles soient radiques ou
non. Les complications aigues des radiothérapies correspondent aux 4 premieres phases de
développement des Iésions radiques. Les complications tardives, en revanche, découlent d’une
phase de cicatrisation anormale, qui devient chronique au liecu d’étre transitoire (voir

paragraphe 3.4.4 sur I’inflammation et la fibrose intestinales radio-induites)
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1.2.4. Symptomatologie des effets secondaires intestinaux

L’altération de D’intégrité intestinale causée par I’exposition d’un segment sain aux
rayonnements ionisants va provoquer 1’apparition de différents symptomes plus ou moins
handicapants pour le patient. Le plus souvent, ces atteintes sont rapidement réparées et le
patient ne garde aucune séquelle a long terme. Cependant, on estime que 5 a 10% des patients
vont souffrir de lésions a long terme qui pourront avoir un impact important sur leur qualité
de vie, et parfois méme engager leur pronostic vital. Deux types d’effets secondaires
intestinaux suite a une radiothérapie ont donc été définis : les effets secondaires aigus, qui se
manifestent au cours du traitement radiothérapeutique et disparaissent généralement en
quelques semaines, tout au plus 3 mois apres I’arrét du traitement, et les effets secondaires
tardifs, qui apparaissent plus de 3 mois apres la fin du traitement et perdurent au cours du
temps.

Effets secondaires aigus : Ils concernent environ 80% des patients recevant une

radiothérapie abdomino-pelvienne. Les symptomes liés aux effets secondaires aigus se
manifestent généralement au cours de la deuxieme semaine de traitement radiothérapeutique
et atteignent leur pic d’intensité entre la 4°™ et la 5°™ semaine (Andreyev 2007). Les
symptémes décrits par les patients comprennent des douleurs abdominales associées a des
crampes, des vomissements, des ballonnements, des épisodes de diarrheée et parfois des
saignements (Kountouras et al. 2008). Il est également a noter que les patients souffrent de
malabsorption des nutriments ainsi que d’infections bactériennes causées par la dénudation de
la muqueuse intestinale suite a 1’exposition aux rayonnements ionisants. Ces symptomes aigus
sont genéralement transitoires et peuvent étre palliés grace a des traitements symptomatiques.
Il est cependant a noter que leur intensité peut nécessiter un arrét transitoire du protocole

radiothérapeutique, mettant en péril 1’efficacité du traitement anti-cancéreux.

Effets secondaires tardifs / chroniques : ils se développent des mois et méme des

annees apres la fin du traitement par radiothérapie. On estime que 5 a 20% des patients traités
par radiothérapie abdomino-pelvienne développeront ce type d’effets secondaires dans les 5 a
20 années suivant 1’arrét de leur traitement. Ils souffrent alors de différents symptdmes tels
que des diarrhées, une incontinence, des saignements pouvant nécessiter le recours a des

transfusions sanguines et des difficultés de transit pouvant aller jusqu’a 1’obstruction
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complete. Ces symptdmes s’accompagnent généralement d’une perte de poids, signe d’une
perturbation des fonctions motrices et d’absorption intestinales. On observe également la
formation de fistules dans 1 a 2% des cas. Les causes de ces symptdmes sont multiples et
souvent difficile a déterminer de fagon individuelle. Il est par exemple reporté 13 mécanismes
différents pouvant induire une diarrhée, allant de la surcroissance bactérienne au

rétrécissement d’une partie de 1’intestin (Andreyev 2007).

1.3. Traitements symptomatiques des effets secondaires des radiothérapies abdomino-

pelviennes

La prise en charge par les gastroentérologues des patients souffrant de désordres gastro-
intestinaux liés aux radiothérapies est compliquée par 1’apparition tardive de ces symptomes.
En effet, si les effets secondaires aigus sont généralement traités directement par les
radiothérapeutes et les oncologues au cours du traitement radiothérapeutique, les effets
secondaires tardifs sont quant a eux plus difficilement identifiables comme tels, et de ce fait
difficilement curables.

Aucun traitement curatif n’est actuellement disponible afin de soigner les effets secondaires
des radiothérapies abdomino-pelviennes. En effet, ’arsenal thérapeutique dont disposent les
médecins permet de diminuer, voire de faire disparaitre complétement, certains symptémes
lies aux effets secondaires des radiothérapies. Cependant, la disparition des symptdémes ne
signifie pas la disparition de leurs causes. La plupart des symptdmes vont ainsi réapparaitre
dés I’arrét des traitements et de nouvelles manifestations vont venir se greffer aux autres au
fur et a mesure de 1’évolution de la maladie. Malgré 1’absence de traitement permettant de
résoudre totalement les conséquences de D’irradiation des tissus sains au cours des
radiothérapies, les options de traitements pour soulager les symptémes des patients sont
cependant nombreuses, méme si les preuves de leur efficacité restent pauvres de par un
manque d’études cliniques standardisées et a large échelle. Le but ici n’est pas de réaliser une
liste exhaustive des différentes études menées mais de présenter les quatre grand types de
traitements, ainsi que les techniques et molécules les plus prometteuses en terme de soin des
symptdmes gastro-intestinaux associés aux radiothérapies (Henson 2010) (Kountouras et al.
2008) (Andreyev 2007) (Theis et al. 2010).
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1.3.1. Nutritionnels

Ce type de traitement est généralement mis en place dans les cas de diarrhée modeérée, le plus
souvent en association avec des anti-diarrhéiques chimiques. Les principes utilisés sont les
mémes que dans d’autres pathologies inflammatoires chroniques de I’intestin telles que la
maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique. On utilise généralement un régime pauvre
en résidus afin de limiter I’activité intestinale ainsi qu’une réduction de la consommation de
lactose et de graisse. L’utilisation de probiotiques (Lactobacillus bulgaricus), d’acides gras a
chaine courte ainsi que la mise en place d’une supplémentation en glutamine et/ou en arginine
ont également été testées, semble-t-il avec succes a plus ou moins moyen terme, mais il
n’existe pour I’instant aucune étude robuste confirmant leur efficacité réelle et durable.

Dans les cas ou la régulation de la nutrition orale échoue a diminuer les diarrhées ainsi que
dans les cas d’obstruction séveére, la nutrition par voie parentérale est mise en place.
Cependant, cette solution, bien que permettant d’éviter la malnutrition des patients et de
faciliter certaines futures chirurgies, n’empéche ni le développement normal de la pathologie
ni les rechutes. Il n’existe a I’heure actuelle aucune preuve en faveur des interventions
nutritionnelles pour prévenir ou gérer les symptdmes intestinaux attribuables aux

radiothérapies.

1.3.2. Médicaux
Différentes classes de molécules sont couramment utilisées dans le traitement des désordres
gastro-intestinaux liés aux radiothérapies. Leur utilisation seule ou en combinaison dépend de

la multiplicitée des symptdmes presentés ainsi que de leur gravité.

Les principales familles de molécules dont 1’utilisation a été reportée sont :

Les anti-diarrhéiques : ils sont le plus souvent utilisés en combinaison avec un

traitement nutritionnel. Les molécules les plus couramment utilisées sont des opiacés de type
Lopéramide qui ralentissent le transit intestinal et favorisent la réabsorption de 1’cau. Le
traitement permet 1’arrét des symptomes mais ne soigne pas leur cause et n’empéche pas
I’évolution de la pathologie

Les antibiotigues : ils sont principalement utilisés dans les cas avérés de diarrhées

dues a une croissance démesurée des bactéries intestinales suite a la rupture de la barriere
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épithéliale. L’efficacité du traitement par molécules spécifiques des bactéries gramm
négatives a largement été démontrée, le plus souvent en association avec des anti-
inflammatoires. Cependant, I’efficacité des antibiotiques disparait a plus ou moins court terme
suite a leur arrét, nécessitant une reprise intermittente voir méme continue du traitement. La
encore, cette thérapeutique, bien qu’ayant démontré une efficacité réelle, permet uniquement
la disparition des symptdmes et ne permet en aucun cas de soigner réellement le patient, i.e. il
ne répare pas la Iésion de la barriere épithéliale mais annule la croissance bactérienne qui en
découle.

Les anti-inflammatoires : Les anti-inflammatoires, stéroidiens et non-stéroidiens,

représentent le traitement le plus couramment utilisé. En effet, leur utilisation est déja
largement reconnue dans le cadre des maladies intestinales chroniques comme la maladie de
Crohn. Les molécules les plus souvent testées sont I’acide S-aminosalicylique, ou 5-ASA, par
voie orale et différents glucocorticoides par voie rectale. Malgré I’absence d’études cliniques
standardisées a large échelle, il semble que ces différents traitements anti-inflammatoires
aient une bonne efficacité aussi bien seuls que combinés, et permettent la diminution des
diarrhées et des saignements rectaux avec des effets persistant a plus ou moins long terme.

Les molécules cytoprotectrices: la molécule la plus utilisée est le sucralfate, un

disaccharide polyanionique hautement sulfaté. Son mécanisme d’action supposé passerait par
la stimulation de la régénération épithéliale ainsi que la formation d’une barrieére protectrice
(Denton et al. 2002). Les études menees ont montré une réelle amélioration aussi bien en ce
qui concerne ’atteinte muqueuse que la fréquence et ’intensité des symptomes. Les effets du

sucralfate semblent persister au cours du temps avec une efficacité maintenue a 4 mois.

1.3.3. Interventionnels

Les traitements interventionnels consistent a interférer de fagon directe avec le tissu 1ésé. Ils
sont principalement utilisés afin de limiter les saignements dus aux lésions
radiothérapeutiques. Trois grands traitements sont utilisés :

Le formaldéhyde : utilisé en application directe afin de cautériser les zones

hémorragiques. Il agit comme un agent sclérosant sur les vaisseaux sanguins, diminuant ainsi
les pertes de sang. Cependant, ce traitement est loin d’étre sans risque et peut causer de
nombreux effets secondaires tels qu’une colite aigiie due a une altération non souhaitée de la

mugqueuse lors de I’application. Certaines études ont en outre suggeré que la cautérisation des
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vaisseaux pourrait augmenter I’hypoxie déja créée par I’irradiation et de ce fait aggraver des
effets secondaires plus tardifs.

La coagulation thermigue : on utilise alors la technique du plasma argon, qui

consiste a délivrer ce gaz par endoscopie au niveau de la surface de la muqueuse ou il est
ionisé par un filament électrique de haut voltage. Ceci abouti a une élévation locale de la
température de la muqueuse et a la coagulation des vaisseaux sanguins. Cette technique est
facilement disponible et «simple », cependant elle présente un risque élevé ainsi qu’une
efficacité non avérée dans les cas de saignements trés importants.

L’oxygene hyperbare : il s’agit de la seule thérapie ayant pour effet d’augmenter le

nombre de vaisseaux au sein de la muqueuse lésée, avec une vascularisation 8 a 9 fois plus
importante au sein des tissus mous suite au traitement. Le principe de cette thérapie est de
créer un gradient d’oxygéne dans les tissus hypoxiques afin de stimuler la création de
nouveaux vaisseaux. La néo-angiogenése va alors permettre d’augmenter 1’apport en sang au
tissu et de réduire de ce fait I’ischémie et la nécrose muqueuses, toutes deux responsables de
complications sévéres. L’augmentation locale de 1’oxygéne au sein du tissu va également
permettre de stimuler la synthése de collagene au niveau des bords de plaies, et ainsi
permettre la création de novo de micro-vaisseaux et aboutir a une ré-épithélisation des zones
lésées. Cette méthode n’a que trés peu d’effets secondaires connus et offre de bons résultats
aussi bien en ce qui concerne ’arrét des saignements que la réparation des zones 1ésées.
Cependant, ce traitement reste cher et peu accessible de par le faible nombre d’appareillages

disponibles et la longueur du traitement (8 semaines de traitement quotidien).

1.3.4. Chirurgicaux

Lorsque les atteintes post-radiothérapeutiques sont trop importantes et que les thérapies non-
invasives sont inefficaces a soulager les patients, il est parfois indispensable de recourir a une
intervention chirurgicale afin de supprimer les tissus lésés. Certains praticiens estiment
qu’environ un tiers des patients souffrant d’entérite radique chronique devront a un moment
ou a un autre subir une chirurgie. L’intervention chirurgicale est indiquée dans les cas
d’obstruction intestinale, de perforation, de fistules et de saignement sévére. Ces interventions
sont hautement risquées de par le processus fibrotique post-radique et les lésions diffuses
présentes au niveau de I’intestin et du mésentére. En outre, le risque de fuite au niveau de

I’anastomose est important si I’'une des deux parties jointes est irradiée. En effet, il est tres
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difficile de différencier in situ les zones saines, qui vont cicatriser normalement, des zones
irradiées, qui vont continuer a dégénérer et entrainer une mauvaise cicatrisation. Un autre
risque lorsque la résection chirurgicale de la totalité de I'intestin 1€sé est nécessaire est de
créer un syndrome de I’intestin court, hautement handicapant et aboutissant le plus souvent a
une obligation de nutrition par voie parentérale. Bien que n’étant réalisées qu’avec les plus
grandes précautions et par les meilleurs chirurgiens, les interventions chirurgicales impliquant
I’intestin irradié présentent des risques particulierement €élevés de complications, ainsi qu’un

fort taux d’échecs.

1.4. Problématique

Grace a ’amélioration des traitements anti-cancéreux et du suivi des patients, le nombre de
cas de rémission cancéreuse a long terme n’a pas cess¢ d’augmenter au cours des derniéres
décennies. Le nombre de patients souffrant d’effets secondaires tardifs des radiothérapies a lui
aussi augmenté, suivant en cela 1’évolution de la courbe de survie des patients. Andreyev et al
estiment ainsi que le nombre de patients souffrant de symptémes gastro-intestinaux liés aux
radiothérapies sera bient6t équivalent a celui des patients atteints de la maladie de Crohn
(Andreyev et al. 2011). Ils soulévent également le probléme de la classification des effets
secondaires intestinaux. En effet, a ’'inverse d’autres pathologies intestinales telles que la
maladie de Crohn ou la recto-colite hémorragique, les conséquences tardives des
radiothérapies ne sont a I’heure actuelle pas considérées comme une maladie a part entiere
mais comme une association de différents symptémes plus ou moins bien définis.

Ce manque de reconnaissance des effets secondaires des radiothérapies en tant que maladie
est en partie a I’origine de la mauvaise prise en charge des patients. En effet, la ou la plupart
des cliniciens confrontés & une maladie de Crohn vont se baser sur leur connaissance du
fonctionnement de la maladie afin de proposer un traitement adapté, ils vont étre démunis face
aux complications des radiothérapies et vont tenter de traiter un symptdme au lieu d’envisager
la pathologie dans son ensemble. Or une maladie est définie comme étant « une altération des
fonctions ou de la santé d’un organisme vivant ». Selon cette définition, les effets secondaires
des radiothérapies devraient donc étre considérés comme une maladie a part entiere.
Andreyev propose d’appeler cette maladie « pelvic radiation disease » et de la définir comme
suit : « des problemes transitoires ou persistant, allant de modérés a trés séveres, survenant

dans des tissus non-cancéreux et résultant du traitement par radiothérapie d’une tumeur
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localisée au niveau du pelvis » (Andreyev et al. 2011). Cette nouvelle maladie nécessite la
mise au point d’un traitement qui ne soit plus uniquement symptomatique mais curatif afin de

pouvoir non plus soulager mais réellement soigner les patients qui en sont atteints.

Différents traitements a visée préventive ou curative sont actuellement en cours d’études
précliniques et cliniques afin de prévenir I’apparition des effets secondaires des radiothérapies
et de les soigner le cas écheant.

Analogues de la Somatostatine : les analogues de la somatostatine ont pour effet de

diminuer la sécrétion des enzymes pancréatiques. Suite a la destruction d’une partie de la
mugqueuse intestinale lors de I’irradiation, les enzymes pancréatiques normalement présentes
au sein de la lumiére intestinale entrent en contact avec les tissus sous-épithéliaux, induisant
leur destruction par autodigestion. La diminution de la production des enzymes pancréatiques
par les analogues de la somatostatine s’est révélée une thérapie efficace afin de réduire la
toxicité radio-induite intestinale dans des modéles animaux (Wang et al. 1999; Abbasoglu et
al. 2006) et également dans des études précliniques (Petersenn et al. 2012).

Facteurs de croissance : les facteurs de croissances et les molécules ayant des effets

analogues sont utilisés afin de favoriser la régénération épithéliale post-radique. Ainsi, le
GLP2 (Glucagon-Like Peptide 2), le KGF ou encore le FGF (Fibroblast Growth Factor) ont
permis d’améliorer la régénération des lésions post-radiques dans plusieurs modeles animaux
(Torres et al. 2007). Récemment, un recombinant humain de I’EGF (Epidermal Growth
Factor) ainsi que la R-spondine 1 (un facteur de croissance spécifique des cellules souches
intestinales) ont montré leur capacité a réduire 1’apoptose radio-induite et a ameliorer la
régénération épithéliale (Zhao et al. 2009; Oh et al. 2010) (Bhanja et al. 2009).

Activateurs des Toll Like Récepteurs (TLR) : les TLR sont des membres essentiels

du systéme immunitaire intestinal. L’activation de la voie du TLRS par son ligand naturel, la
Flagelline, ainsi que par son dérivé synthétiqgue moins toxique, le CBLB502, a montré une
action radio-protectrice aussi bien chez la souris que chez le singe (Vijay-Kumar et al. 2008)
(Burdelya et al. 2008).

Analogues de la vitamine E : les analogues de la vitamine E, tels que le y-tocotrienol,

sont de puissants antioxydants et sont donc des candidats intéressants dans le développement
de stratégies radio-protectantes. L’administration d’une seule dose de y-tocotrienol avant
I’exposition aux rayonnements ionisants permet de diminuer les atteintes radio-induites de

plusieurs organes, dont I’intestin (Berbee et al. 2009). Le traitement par y-tocotrienol permet
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d’améliorer la survie des cellules de la crypte intestinale ainsi que la régénération de la

muqueuse intestinale.

La plupart des traitements actuellement a 1’essai ont une visée principalement préventive. Le
but de ces thérapies va étre de limiter la survenue des dommages radio-induits aux tissus
sains. Cependant, ces traitements doivent étre débutés avant ou pendant 1’exposition aux
rayonnements ionisants. Leur utilisation dans le cadre des lésions provoquées par une
exposition accidentelle ou par des radiothérapies datant de plusieurs années semble de ce fait
compromise. De nouvelles pistes thérapeutiques doivent donc étre explorées afin de soigner
les 1ésions tardives dues a 1’irradiation des tissus sains.

De par son caractére innovant et son efficacité démontrée dans de nombreuses autres
pathologies, la thérapie cellulaire s’est imposée comme une thérapie a8 méme d’aboutir a une
guérison efficace des effets secondaires des radiothérapies. En effet, la thérapie cellulaire
permet de remplacer les cellules détruites ou endommagées dans différentes pathologies telles
que les défauts osseux ou le diabéte. Son utilisation dans le cadre des lésions intestinales
radio-induites pourrait contribuer a restaurer 1’intégrité de la structure et de la fonction

intestinales perdues suite a I’irradiation.

2. Thérapie cellulaire et Cellules Souches Mésenchymateuses

2.1. La thérapie cellulaire

2.1.1. Définition et législation

Contrairement aux traitements pharmacologiques qui utilisent des molécules chimiques, la
thérapie cellulaire est basée sur 1’utilisation de cellules vivantes afin de prévenir, traiter ou
atténuer une maladie. Les cellules utilisées sont prélevées dans 1’organisme d’un donneur
volontaire avant d’étre administrées au patient a traiter. Le donneur peut étre le patient lui-
méme (greffe autologue) ou une autre personne volontaire (greffe allogénique).

L’émergence de la thérapie cellulaire a nécessité la mise en place d’un cadre 1€gal qui lui est
propre. Celui-ci définit aussi bien ce que 1’on entend par « produit de thérapie cellulaire » que
I’utilisation qui en est faite. Ces deux questions trouvent leur réponse aux articles L 1243-1 et

L 1243-5 du Code de la Santé Publique. L’article L 1243-1 fixe ainsi que « A I'exception des
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produits sanguins labiles, sont des produits cellulaires a finalité thérapeutique les cellules
humaines utilisées a des fins thérapeutiques autologues ou allogéniques, quel que soit leur
niveau de transformation, y compris leurs dérivés ». Les produits sanguins labiles sont quant a
eux définis par 1’agence nationale de sécurit¢é du médicament et des produits de santé
(ANSM) comme étant « des produits issus du sang d’un donneur, destinés a étre transfusés a
un patient. Il s’agit notamment du sang total, du plasma et des cellules sanguines d'origine
humaine ». Les transfusions sanguines sortent donc du champ de la thérapie cellulaire.

L’article L 1243-5 fixe quant a lui que « les tissus ainsi que leurs dérivés utilisés a des fins
thérapeutiques et les préparations de thérapie cellulaire font I'objet d'une autorisation de
I’agence nationale de sécurit¢ du médicament et des produits de santé apres évaluation de
leurs procédés de préparation et de conservation ainsi que de leurs indications
thérapeutiques ». Les cellules utilisées a des fins de thérapie cellulaire sont donc considérées
comme étant des médicaments a part entiere, et font de ce fait ’objet des mémes impératifs de

contrdle et d’autorisation par I’ANSM que les molécules thérapeutiques chimiques.

2.1.2. Médecine régénerative et thérapie cellulaire

Le terme « médecine régénérative » est généralement utilisé afin de définir le remplacement,
la réparation ou I’amélioration fonctionnelle des tissus et organes atteints d’une défaillance de
naissance ou victimes de problemes dus a une maladie ou a une blessure.

Différentes stratégies sont actuellement a la disposition des praticiens afin d’obtenir la
meilleure régénération tissulaire possible. La plus ancienne consiste & substituer une partie du
corps par une autre. L’utilisation la plus connue de cette technique est la greffe de peau,
notamment chez les personnes bralées, ou de la peau saine est prélevée sur une partie non-
atteinte du corps puis greffée sur la zone endommagée, et ce au cours de la méme
intervention.

Lorsque ce genre de substitution n’est techniquement pas réalisable, les chirurgiens peuvent
avoir recours a une greffe d’organe. Dans ce cas, 1’organe déficient sera remplacé par un
organe fonctionnel provenant d’un donneur sain. Bien que ces greffes d’organes soient
généralement efficaces, les risques de rejet du greffon nécessitent la mise en place préventive
d’un traitement immunosuppresseur dont les effets secondaires potentiels peuvent altérer la
vie quotidienne du patient. Elles soulevent en outre le probléeme de la disponibilité des

organes ¢ligibles pour la greffe. Ce dernier obstacle pourrait a 1’avenir €tre surmonté en
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pratiquant une greffe dite xénogénique, ou I’organe transplanté ne provient pas d’un autre étre
humain mais d’un animal, tel que le porc. Bien que prometteuse et souvent efficace, la greffe
xenogenique se heurte cependant au risque de rejet du greffon, qui est fortement amplifié lors
d’une greffe inter-espéce.

Lorsque la greffe n’est pas possible, ou lorsque le patient est en attente de greffe, les médecins
peuvent utiliser des appareils externes ou des molécules exogenes afin de remplacer la
fonction de I’organe défaillant. Ce type de pratique thérapeutique est largement utilisé chez
les patients diabétiques insulino-dépendant ainsi que chez les patients souffrant d’une
déficience rénale, chez qui le recours a la dialyse est extrémement courant.

Enfin, la thérapie cellulaire a permis d’ajouter une nouvelle arme a 1’arsenal thérapeutique a
disposition des praticiens, puisqu’elle permet d’utiliser des cellules vivantes afin de restaurer,
maintenir ou augmenter la fonctionnalité des tissus et des organes. Conceptuellement, aucun

domaine d’étude ni aucune application ne sont interdits en thérapie cellulaire.

L’utilisation la plus ancienne, et la mieux maitrisée, de la thérapie cellulaire est la greffe de
moelle osseuse dans le traitement des cancers du sang. La moelle du patient est alors détruite
par radiothérapie puis remplacée par une moelle saine provenant d’un donneur. Bien
qu’assimilable a une greffe d’organe, cette technique est rattachée a la thérapie cellulaire
puisque ce n’est pas un organe structuré qui est transplanté mais un ensemble de cellules.
Bien que I’extréme complexité structurelle et fonctionnelle du corps humain et des organes et
cellules qui le composent impose d’elle-méme des limitations aux applications de la thérapie
cellulaire, son utilisation pourrait constituer une alternative efficace dans les cas ou les greffes
d’organes et de tissus ne sont pas envisageables. L’utilisation de cellules provenant du
donneur lui-méme permettrait en outre de limiter le risque de rejet du greffon. De méme,
I’utilisation de cellules pouvant étre amplifiées in vitro permettrait de pallier au manque de
greffons disponibles.

Les avancées et améliorations déja réalisées depuis les premiers essais de thérapie cellulaire
sont nombreuses. De méme, les preuves de principe de son efficacité dans le traitement de
diverses pathologies, aussi bien au niveau préclinique que clinique, en font une thérapie
d’avenir qui ne cesse de se développer et qui pourrait offrir des possibilités thérapeutiques

nouvelles pour des pathologies a I’heure actuelle incurables.
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2.2. La thérapie cellulaire : quelles cellules utiliser ?

Deux grandes familles de cellules peuvent étre utilisées en thérapie cellulaire : les cellules
matures, spécialisées, présentes au sein des organes, dites cellules différenciées, et les cellules
immatures présentes au sein de niches spécifiques, dites cellules souches. Chacun de ces deux
types cellulaires possede ses propres avantages et inconvénients, ainsi que ses utilisations

préférentielles.

2.2.1. Cellules différenciées

Les cellules differenciées sont les cellules constituantes des organes. Elles sont pleinement
matures et jouent un réle spécifique dans la fonction globale de 1’organe dont elles font partie.
Leur utilisation en thérapie cellulaire afin de rétablir la fonctionnalité d’un organe 1ésé semble
donc étre la méthode la plus a méme de donner des résultats puisque les cellules greffees
seront déja adaptées a cet organe.

Ce type de greffe est d’ores et déja utilis¢ dans diverses pathologies dont des exemples sont

présentés figure 5.

Diabete de type 1

Inhibition du diabéte, insulino-indépendance

/ —— ;‘”, transitoire, (Ballinger et al. 1972), (Scharp et al.

;g?"' 1991), (Ryan et al. 2005), (Vantyghem et al.
2009)

Pancréas llots B-pancréatiques

Intégration au myocarde, formation d’un
P syncytium fonctionnel, amélioration des
- ————— fonctions cardiaques associée a une survie des
cellules greffrat (Li et al. 1996), (Miller-Ehmsen
et al. 2002), (Rubart et al. 2003)

Infarctus du myocarde

Cardiomyocytes

Insuffisance hépatique Restauration des fonctions métaboliques, survie

Foie

Hépatocytes

g des cellules a moyen terme, capacité de former un

tissu ectopique fonctionnel sur un autre organe
(pancréas, rate) (Demetriou et al. 1986), (Mito et
al. 1992), (Strom et al. 1997)

Figure 5 : Exemples d’utilisation de cellules différenciées en Thérapie Cellulaire
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Malgré les résultats encourageants obtenus lors des essais menés en utilisant les cellules
différenciées, plusieurs obstacles majeurs s’opposent a leur utilisation a grande échelle. En
effet, les protocoles thérapeutiques requicrent 1’utilisation de plusieurs dizaines de millions de
cellules pour chaque intervention. Or les cellules différenciées doivent étre prélevées au sein
d’organes matures. Leur obtention nécessite donc des prélevements invasifs et mutilants pour
I’organe, allant méme parfois jusqu’a nécessiter la destruction compléte de cet organe afin
d’en extraire les cellules. En outre, les techniques actuelles ne permettent pas d’amplifier in
vitro les cellules prélevées tout en conservant leur état différencié, ce qui impose 1’obtention
d’un grand nombre de cellules directement a partir des organes donneurs. Enfin, la plupart des
pathologies nécessitant le recours a une greffe de cellules différenciées, notamment les
pathologies métaboliques telles que les insuffisances hépatiques, ne permettent pas de
pratiquer des autogreffes. Les greffons doivent donc étre allogéniques, imposant le traitement
des patients par immunosuppresseurs afin de limiter le risque de rejet de la greffe. Certaines
¢tudes menées afin de traiter le diabéte de type I ont d’ailleurs montré que 1’effet bénéfique de
la greffe cellulaire n’est que transitoire, suggérant une mauvaise prise de la greffe due soit a
un rejet du greffon allogénique par 1’organisme receveur, soit a la toxicité des traitements
anti-rejets (Blondet et al. 2007). Nous sommes donc en présence des mémes problémes que
ceux rencontrés dans le cadre des greffes d’organes, avec un manque de « matiere premiére »
et un risque éleve de rejet du greffon lors des greffes allogéniques.

La nécessité de trouver d’autres sources de cellules, plus abondantes et moins rejetées, est
donc nécessaire afin d’améliorer et de diversifier les protocoles de thérapie cellulaire.
Différentes solutions sont proposées, telles que le prélévement d’organes post-mortem pour
en isoler les cellules ou les greffes xénogéniques. Cependant, la piste la plus prometteuse
semble étre celle des cellules souches, qui pourraient étre utilisées sous leur forme native ou

sous forme différenciee.

2.2.2. Cellules souches : Définition
Les cellules souches sont a I’origine de tous les tissus et organes dont est composé
I’organisme. Tout au long du développement et de la vie, ce sont elles qui vont permettre la

mise en place des organes et le renouvellement des tissus qui les composent. Toutes les

cellules souches présentes dans I’organisme dérivent d’un petit pool de cellules souches
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initiales formées au cours du développement embryonnaire précoce (voir paragraphe 2.2.3 sur
les cellules souches embryonnaires).

Le terme « cellule souche » ne peut étre appliqué que dans le cas de cellules répondant aux
deux critéres suivant :

1- Autorenouvellement : les cellules doivent avoir la capacité de se multiplier a

I’identique et a I’infini sans se différencier.

2- Différenciation : les cellules doivent, suite a certains signaux spécifiques, avoir la

capacité de donner naissance a d’autres types cellulaires matures composant les

tissus et les organes.
Toute cellule ne répondant pas a ces deux criteres ne pourra pas étre classée parmi les cellules
souches. Il existe cependant des cellules qui répondent partiellement a ces deux
caracteéristiques. En effet, certaines cellules indifférenciées ont la capacité de donner naissance
a d’autres types cellulaires matures tout en maintenant un pool de cellules indifférenciées.
Cependant, cette capacité d’autorenouvellement est limitée et ne correspond pas au critére de
renouvellement infini nécessaire pour étre considéré en tant que cellules souches. On parle
alors de cellules progénitrices. Bien que de nombreux tissus renferment un ou plusieurs types
de progéniteurs, 1I’exemple le plus connu est celui des progéniteurs lymphoides et myéloides
de la moelle osseuse. Ce sont en effet ces progéniteurs, directement issus des cellules souches
hématopoiétiques, qui vont donner naissance aux différentes cellules des lignées lymphoides
et myéloides, et non pas directement les cellules souches.
Bien que répondant toutes aux deux critéres essentiels d’autorenouvellement et de capacité de
différenciation, toutes les cellules souches ne sont pas équivalentes. En effet, si toutes les
cellules souches possédent la méme capacité d’autorenouvellement infini, leur capacité de
différenciation varie d’une cellule a une autre. Il a donc fallu établir une nouvelle
terminologie afin de classer les différentes cellules souches en fonction du nombre de cellules
différenciées auxquelles elles peuvent donner naissance. Cette classification comporte quatre
niveaux, allant de la cellule donnant naissance au plus grand nombre de types cellulaires a

celle en donnant le moins (voir figure 6).

1- Cellules souches totipotentes : il s’agit des cellules capables de donner naissance a

un nouvel individu complet. Elles sont issues des stades extrémement précoces du
développement embryonnaire et peuvent théoriquement étre différenciées en n’importe quel

type cellulaire de I’organisme.
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2-_Cellules souches pluripotentes : il s’agit de cellules incapables de donner

naissance a un organisme dans son entier mais qui peuvent se différencier en n’importe
qu’elle cellule issue de I’un des trois feuillets embryonnaires primitifs, y comprit les cellules

germinales.

3- Cellules souches multipotentes : il s’agit de cellules capables de se différencier en

plusieurs types cellulaires différents mais déja engagées dans une certaine voie. Elles ne
donneront en effet naissance qu’a un nombre limité¢ de types de cellules différenciées, toutes
issues d’un unique feuillet embryonnaire primitif.

4- Cellules souches unipotentes : ces cellules ne peuvent donner naissance qu’a un

seul type de cellules différenciées mais conservent leur propriété d’autorenouvellement. Les

cellules souches de la peau font par exemple partie de ce groupe de cellules.

Embryon précoce Blastocyste

Cellules totipotentes

Progéniteurs Cellules souches ( \ )
lymphoides hématopoiétiques \LL-) s T
Progéniteurs Cellules souches \Q/) o M
myéloides neurales JANN 1
Cellulesouche Cellules souches i/ &3;1 N JZM \\, 1
intestinale mésenchymateuses \u - — ‘
Cellules unipotentes Cellules multipotentes

Figure 6 : Les différentes catégories de cellules souches et leurs sources au cours du
développement (MCI : Masse Cellulaire Interne. Partie du blastocyste renfermant les cellules
souches pluripotentes)

Cette différence de potentialité des cellules souches est fortement liée & leur origine. En effet,
les cellules souches totipotentes sont exclusivement présentes au sein de 1’embryon primitif.

De méme, les cellules pluripotentes sont elles aussi dérivées de I’embryon mais a un stade
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plus tardif que les cellules totipotentes. Ces deux types cellulaires sont donc totalement
absents de I’organisme adulte. En revanche, les cellules multipotentes et unipotentes vont étre

présentes dans 1’organisme tout au long de son développement et de sa vie adulte.

2.2.3. Cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires utilisées a des fins de médecine régénérative sont des
cellules pluripotentes. Elles sont généralement issues de la masse cellulaire interne du
blastocyste, stade particulier du développement correspondant a la période allant de 5,5 a 7,5
jours apres la fécondation chez ’homme.

Les premieres lignées de cellules souches embryonnaires ont été¢ dérivées de I’embryon de
souris en 1981 par les équipes d’Evans et Martin. En 1995, Thomson et son équipe sont
parvenus & obtenir une lignée de cellules souches embryonnaires dérivée du singe rhésus
(Thomson et al. 1995). En 1998, cette méme équipe est parvenue a isoler les premiéres
lignées de cellules souches embryonnaires humaines (Thomson 1998). Les 5 lignees
cellulaires alors obtenues ont été isolées a partir de la totalité de la masse cellulaire interne de
5 embryons au stade du blastocyste. Les 5 lignées établies avaient un caryotype normal et ont
été maintenues en culture tout en conservant leurs capacités de cellules souches pendant 5 a 8

mois.

A Tinverse des cellules différenciées, les cellules souches embryonnaires peuvent étre
amplifiées in vitro suite a leur obtention. On peut donc disposer d’une quantité importante de
cellules utilisables en thérapie cellulaire sans avoir besoin de recourir a des prélevements
multiples. Les cellules peuvent également étre congelées afin d’étre conservées et étre ensuite
décongelées et amplifiées lorsque les thérapeutes souhaitent les utiliser. On peut donc
disposer de réserves conséquentes de cellules facilement utilisables.

L’une des caractéristiques majeures des cellules souches embryonnaires est leur capacité a
donner naissance a des cellules issues des trois feuillets embryonnaires primitifs (voir figure
7). Afin de verifier la pluripotence des lignées de cellules souches embryonnaires, le test
classique consiste a les injecter a des souris immunodéficientes de type SCID (Severe
Combined ImmunoDeficiency). Cette injection aboutit a la formation d’un tératome, c'est-a-
dire a une tumeur hétéroclite composeée de tissus issus des différents feuillets embryonnaires.

Ainsi, Thomson et al ont rapporté la présence au sein des tératomes formes avec les lignées
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ES humaines de cellules d’épithélium intestinal (endoderme), de cartilage, d’os et de muscle

(mésoderme) et enfin de cellules neurales (ectoderme) (Thomson 1998).

Fewllet Précursewrs Cellules
Embrvonnaire Tissulaires Différenciées
Blastocyste Epithélium intestinal
200y . ’J e Alvéoles pulinonaires
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Figure 7 : Descendance des cellules souches embryonnaires (d’aprés (Corsten et al. 2008)).
CSH : cellules souches hematopoiétiques, CSM : Cellules souches mésenchymateuses, CSN :
cellules souches neurales.

Cette capacité des cellules souches embryonnaires pluripotentes a donner naissance in vivo a
des cellules issues indifféeremment de 1’'un ou l’autre des trois feuillets embryonnaires a
poussé les équipes souhaitant les utiliser a des fins thérapeutiques a les différencier in vitro
avant de les réimplanter in vivo. Cette différenciation préalable permet d’optimiser les
protocoles de thérapie cellulaire puisque les cellules utilisées ne sont plus pluripotentes mais
sont d’ores et déja programmées pour s’intégrer a I’organe déficient, tout comme le sont les
cellules différenciees.

La capacité des cellules souches embryonnaires a se différencier in vitro en cellules issues des

trois lignées embryonnaires a été démontrée en 2000 (Itskovitz-Eldor et al. 2000). Par la suite,
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de nombreuses équipes ont réussi a obtenir des cellules différenciées a partir de cellules
souches embryonnaires, et certaines ont méme expérimenté leur utilisation in vivo afin de
traiter diverses pathologies dans des modeles animaux. Parmi les études menees, on peut citer
celles portant sur la différenciation en cardiomyocytes (Laflamme et al. 2007), en cellules
pulmonaires différenciées (Wang et al. 2007) ou progénitrices (Rippon et al. 2006), en
cellules sécrétrices d’insuline (Segev et al. 2004) et celles ayant abouti a la création de
cellules souches neuronales (Corti et al. 2010) et de neurones dopaminergiques différenciés
(Myung et al. 2008).

Malgré une efficacité démontrée des cellules différenciées issues de cellules souches
embryonnaires dans la plupart des modeles expérimentaux ou elles ont été testées, il faut
souligner que, comme pour les cellules différenciées, les protocoles de thérapie cellulaire
utilisant les cellules souches embryonnaires sont des protocoles allogeniques. Le risque de
rejet du greffon est donc tout autant présent dans ces protocoles que dans ceux utilisant des
cellules différenciées. L’efficacité thérapeutique des cellules souches embryonnaires pourrait
de ce fait étre amoindrie suite a un rejet du greffon ainsi que par la toxicité des traitements
immunosuppresseurs.

Un autre obstacle a [I'utilisation des cellules souches embryonnaires est le risque de
cancérisation qui leur est associe. En effet, les cellules souches embryonnaires non
différenciées forment des tératomes, i.e. des tumeurs, lorsqu’elles sont injectées in vivo. Or
ces tumeurs, initialement bégnines, peuvent dériver en tumeurs cancéreuses. De ce fait, et
bien que le taux de différenciation des cellules différenciées utilisées en thérapie cellulaire
soit généralement excellent, le risque qu’il reste des cellules souches embryonnaires non
différenciées, et donc potentiellement cancerigenes, au sein des cellules injectées est a prendre
en compte. Ce risque peut étre limité en pratiquant un tri cellulaire via des marqueurs
spécifiques des cellules différenciées, afin d’en enrichir la population injectée et ainsi limiter
le nombre de cellules souches présentes dans le greffon cellulaire. Cependant, les études ayant
analysé 1’apparition de tératomes suite a I’injection de cellules différenciées a partir de
cellules souches embryonnaires donnent des résultats contradictoires. En effet, si Kim et al et
Ben-Hur et al n’ont pas observé de tératome suite a leur transfert de neurones issus de cellules
souches embryonnaires (Kim et al. 2002) (Ben-Hur et al. 2004), Fujikawa et al ont quant a
eux da interrompre leur étude sur les cellules sécrétrices d’insuline suite a 1’apparition de

tératomes chez leurs souris greffées (Fujikawa et al. 2005). Dans ce cas precis, les tumeurs
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ont inhibé ’effet de la greffe, aboutissant a la mort des animaux 30 jours aprés administration
des cellules produites a partir de cellules souches embryonnaires. A 1’heure actuelle,
I’incertitude concernant ce risque de carcinogenése a amené les autorités sanitaires a refuser le
développement d’études cliniques utilisant des cellules dérivées de cellules souches
embryonnaires.

Enfin, I’utilisation de ces cellules pose également un important probléme éthique. En effet,
I’isolement de lignées de cellules souches embryonnaires est genéralement obtenu par la
destruction de I’embryon afin de prélever sa masse cellulaire interne. Cette destruction d’un
embryon humain pose le probléme du statut de cet embryon. En effet, de nombreuses
personnes s’opposent a sa destruction a des fins médicales. Bien que plusieurs pays autorisent
leurs équipes a travailler sur les embryons, la question de la recherche sur les cellules souches

embryonnaires reste un sujet de bioéthique particulierement délicat.

2.2.4. Cellules souches adultes

Les cellules souches adultes ont pour role d’assurer I’homéostasie tissulaire de 1’organe ou
elles résident tout au long de la vie de I’organisme. Elles sont donc responsables du maintien
physiologique de 1’organe et doivent assurer le remplacement des cellules qui y meurent,
aussi bien dans le cas d’une mort physiologique qu’apres une 1ésion.

Cette fonction de remplacement cellulaire est assurée grace a la multipotence des cellules
souches adultes. Une cellule souche d’un organe donné va de ce fait pouvoir donner naissance
aux cellules différenciées constituant cet organe, et ainsi assurer le remplacement des cellules
arrivées en fin de vie ou manquantes a la suite d’une 1ésion. En outre, la cellule souche va
¢galement étre capable de se multiplier a ’identique afin de maintenir un pool constant de
cellules indifférenciées capables, si besoin est, d’entrer en différenciation afin de renouveler
les cellules de 1’organe.

L’existence des cellules souches adultes est connue depuis longtemps au sein de certains
tissus a renouvellement rapide tels que le sang, la peau et I’intestin. De nombreux autres
organes a régenération plus lente renferment également des cellules souches adultes tels que
le foie, 1’0s, le muscle,...

Bien que I’obtention de ces cellules souches soit compliquée par leur rareté au sein des tissus

dans lesquels elles résident, ainsi que par la difficulté de les maintenir en culture a un stade
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indifférencié afin de les amplifier, leur utilisation en thérapie cellulaire présente de nombreux
avantages :

- elles sont issues d’organismes adultes, permettant ainsi d’outrepasser les problémes
éthiques rencontrés avec les cellules souches embryonnaires ;

- elles sont conditionnées par leur organe d’origine & donner naissance a certains types
cellulaires uniqguement, ce qui pourrait permettre de limiter le risque de formation de
tératomes malins comme ceux observés lors de 1’utilisation de cellules souches
embryonnaires

- elles peuvent dans certains cas étre isolées a partir de prélevements réalisés chez le
patient lui-méme et étre greffées dans un cadre autologue, permettant ainsi d’annuler

le risque de rejet de greffe et le traitement immunosuppresseur.
Les cellules souches adultes sont utilisées en clinique depuis de nombreuses années afin de
traiter des pathologies variées, telles que les atteintes physiques aux organes, les cancers ou
encore les maladies génétiques.

Régénération des organes

Utilisation des myoblastes dans la réparation cardiaque

Les cellules satellites sont les cellules souches présentes dans le muscle. Leur capacité a se
contracter, ainsi que leur facilité d’acces et leur forte capacité d’amplification in vitro, en ont
rapidement fait les candidates idéales pour la réparation cardiaque a la suite d’un infarctus du
myocarde.

En 1993, Gou Young et al ont apportés la premiére preuve de concept validant la capacité des
myoblastes a s’intégrer au sein du myocarde, a y former une structure fonctionnelle
(myotubes) et a y persister au cours du temps (Gou Young et al. 1993). La capacité des
myoblastes a régénérer la structure ainsi que la fonctionnalité du muscle cardiaque a quant a
elle ete demontrée par la suite dans difféerents modéles animaux (Murry et al. 1996) (Taylor et
al. 1998).

Suite aux bons résultats obtenus en utilisant les modeles animaux, de nombreux essais

cliniques ont été réalisés a 1’aide de myoblastes squelettiques. Le premier, pratiqué en 2000
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par 1’équipe du Pr Ménashé sur un unique patient, a prouvé la faisabilit¢ d’une greffe de
myoblastes chez ’lhomme (Menasché et al. 2001).

Cependant, malgré les resultats encourageants fournis par les premiéres études cliniques
(Menasché et al. 2003; Siminiak et al. 2004; Hagege et al. 2006) ainsi que la multiplication
des succes de cette thérapie dans les modéles animaux (Jain et al. 2001 ; Léobon et al. 2003;
He et al. 2005 ), il semblerait que la greffe de myoblastes soit moins efficace que ce que
pensaient les médecins. En effet, la premiére étude clinique de phase Il a conclu que, bien que
les patients aient présenté une amélioration macroscopique de leur état avec une meilleure
résistance a I’effort, le bénéfice apporté par la greffe sur la fonction cardiaque a proprement
parlé n’était pas significatif (Duckers et al. 2011). Il semble donc que les protocoles de
thérapie par greffe de myoblastes squelettiques doivent encore étre modifiés afin de permettre

une réparation complete du myocarde a la suite d’un infarctus.

Reconstruction médullaire post-leucémie

Les cellules souches hematopoiétiques sont les cellules souches assurant la formation de
toutes les cellules sanguines. On les trouve au sein de la moelle osseuse chez 1’individu adulte
mais également dans le sang de cordon ombilical au moment de la naissance.

Bien que les greffes de moelle osseuse soient pratiquées depuis les années 60 (Thomas et al.
1957) (Gatti et al. 1968) (Gorin et al. 1977), I’existence des cellules souches
hématopoiétiques n’a été démontrée qu’en 1988 (Spangrude et al. 1988).

La greffe de moelle osseuse est actuellement le traitement de référence dans le cadre de la
reconstruction médullaire chez les patients leucémiques suite a leur irradiation « corps entier »
afin de détruire les cellules médullaires a 1’origine du cancer. La greffe de moelle osseuse est
donc un processus allogénique qui nécessite le prélévement d’une partie de la moelle dun
donneur compatible. Ce prélévement médullaire est une intervention invasive présentant de
nombreux risques. C’est pourquoi des traitements a base de G-CSF (Granulocyte Colony
Stimulating Factor), un facteur de croissance stimulant la production et le relargage sanguin
de cellules souches par la moelle osseuse, ont été mis en place afin de pouvoir isoler les
cellules souches nécessaires a la reconstruction médullaire grace a un tri des cellules
sanguines par cytaphérese, moins invasif. En outre, la découverte de marqueurs spécifiques
des cellules souches hématopoiétiques, notamment le marqueur CD34, a permis de les isoler

de facon specifique et de transférer non plus un mélange de cellules médullaires mais une
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population enrichie en cellules souches possédant les mémes capacités de reconstitution de

I’hématopoiése que la moelle totale (Baum et al. 1992; Osawa et al. 1996).

Réqgénération intestinale par greffe de moelle osseuse

Les capacités de différenciation de nombreux types cellulaires ont longtemps été sous-
estimées. Les cellules souches de la moelle osseuse ont par exemple fait preuve d’une
étonnante plasticité en montrant leur capacité a se différencier non plus en cellules
hématopoiétiques mais en différents types cellulaires, et notamment en cellules épithéliales
gastro-intestinales (Komori et al. 2005). Ces observations ont permis d’envisager 1’utilisation
des cellules issues de la moelle osseuse comme nouvelle thérapie potentielle afin de traiter des
maladies telles que la maladie de Crohn, les Iésions intestinales dues a une maladie du greffon
contre I’hdte ou encore celles dues a I’irradiation.

La greffe de moelle osseuse requiert I’¢limination de la moelle du receveur afin de supprimer
toutes les cellules immunitaires qui pourraient réagir contre le greffon. La moelle osseuse
¢tant un tissu a régénération rapide, sa destruction s’effectue généralement via une irradiation
corps entier du receveur. Cette irradiation va permettre d’éliminer totalement les cellules de 1a
moelle afin de préparer le receveur au transfert de la nouvelle moelle, mais va également
avoir des effets secondaires important, tels que des dommages gastro-intestinaux radio-
induits. Des études menées sur des modéles animaux de transfert de moelle osseuse ont
permis de montrer que des cellules issues de la moelle du donneur sont présentes au sein du
tractus gastro-intestinal des 7 jours apres la transplantation (Brittan et al. 2002). Liu et al ont
montré que les cellules du donneur persistent au sein de I’intestin jusqu’a 14 mois apres la
transplantation, et qu’elles se différencient en cellules épithéliales intestinales (16.11% de
cellules du donneur a 6 mois post-greffe) ainsi qu’en cellules entéroendocrines (Liu et al.
2010).

Des études portant sur des biopsies de patientes ayant recu une greffe de moelle osseuse
provenant de donneurs masculins ont également été menées. Les prélevements étudiés ont
tous montre une présence de cellules XY, i.e. males, au sein de 1’épithélium gastro-intestinal,
aussi bien dans le cas de patientes souffrant de dommages dus a une maladie du greffon
contre I’hote (Brittan et al. 2002) que dans le cadre d’ulcéres ou d’inflammation (Okamoto et
al. 2002). Enfin, Matsumoto et al ont pu montrer que les cellules épithéliales dérivées de la

moelle osseuse sont créées par un processus autre que la fusion cellulaire et que, bien qu’une
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part importante d’entre elles expriment des marqueurs de prolifération, elles ne donnent que
tres rarement naissance a des cellules souches intestinales (Matsumoto et al. 2005). La
majorité¢ des cellules sont donc présentes au sein de I’intestin a 1’état différencié, notamment
sous forme de cellules sécrétoires, et participent ainsi a la restauration de la structure et de la

fonction épithéliale.

Traitement anti-cancéreux

L’efficacité anti-cancéreuse du transfert de cellules souches hématopoiétiques est bien connue
et est depuis longtemps mise a profit dans le traitement des leucémies, ou la réaction dite du
greffon contre la leucémie est I’'un des effets recherchés (Weiden et al. 1981) (Horowitz et al.
1990). Certaines équipes ont donc exploité cette capacité anti-tumorale des cellules souches
hématopoiétiques afin de traiter non plus des tumeurs sanguines mais des tumeurs solides
présentes dans des cancers métastatiques du sein, des reins (Tykodi et al. 2004) (Childs et al.
1999), du pancreéas et du colon (Hentschke et al. 2003) (Zetterquist et al. 2001). Ces études
ont toutes montré une reaction de type greffe contre le cancer, avec dans certains cas une

réduction, et parfois méme une disparition complete, des métastases (Barkholt et al. 2006).

Traitement des maladies génétiques

L’utilisation des cellules souches hématopoiétiques, purifi¢es ou non, dans le cadre du
traitement de pathologies non-cancéreuses a également été mise en ceuvre, notamment afin de
traiter des maladies d’origine génétique. Ainsi, 1’épidermolyse bulleuse, qui regroupe
différentes pathologies génetiques affectant la peau et donnant naissance a des lésions
douloureuses et handicapantes, semble pouvoir étre soignée grace a un transfert de cellules
souches hématopoiétiques provenant d’un donneur sain. Plusieurs études concluantes sur des
modeles animaux (Tolar et al. 2009) (Fujita et al. 2010) ont ainsi abouti a un essai clinique de
phase | au court duquel les médecins ont pu observer un meilleur dépot de collagéne 7,
déficient chez les patients souffrant d’épidermolyse bulleuse, au niveau de la peau des enfants
greffés, ainsi qu’une diminution de la formation des cloques (Wagner et al. 2010). Ce
traitement présente cependant un fort risque de développement d’une maladie du greffon

contre I’hdte, qui a entrainé la mort de 1’un des patients inclut dans 1’étude.
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Les thérapies basées sur I’utilisation des cellules souches adultes sont prometteuses mais
présentent elles aussi des faiblesses. En effet, le risque de rejet du greffon est toujours présent
lorsque la greffe autologue est impossible, de méme que la nécessité de suivre un traitement
immunosuppresseur a vie. La greffe de cellules souches hématopoiétiques comporte en outre
des obstacles qui lui sont propres. En effet, 1’utilisation thérapeutique de ces cellules nécessite
une ¢limination compléte du systeme hématopoiétique afin d’éviter la destruction du greffon
par les cellules immunitaires du patient. Cette élimination est possible grace a 1’action
combinée de la chimiothérapie et d’une irradiation corps entier, qui présentent toutes les deux
des risques pour le patient et ne sont pas dépourvues d’effets secondaires. Un autre probléme
1ié a I'utilisation des cellules souches hématopoiétiques est la réaction dite « du greffon contre
I’héte ». C’est alors le greffon qui va attaquer les cellules endogeénes du patient greffé, et non
plus celles du patient qui vont détruire le greffon. Cette réaction du greffon contre 1’héte va
avoir des conséquences tissulaires graves, allant parfois jusqu’a nécessiter la destruction du

greffon par radiothérapie afin d’inhiber ses effets nocifs.

Chacun des différents types cellulaires utilisés en thérapie cellulaire possede des avantages et
des inconvénients qui lui sont propres. Cependant, deux inconvénients majeurs sont retrouvés
quel que soit le type cellulaire utilisé. En effet, le manque de disponibilité et d’accessibilité
des cellules est un probleme commun aux cellules différenciées et aux cellules souches
adultes. Le second probleme rencontré est le rejet du greffon. Les cellules utilisees étant, faute
d’accessibilité chez les patients, le plus souvent isolées a partir de donneurs, le risque de rejet
du greffon est le méme que lors d’une greffe d’organe. Ces problémes ont poussé les équipes
de thérapie cellulaire a chercher un nouveau type cellulaire exploitable en clinique. Ces
cellules doivent étre disponibles, amplifiables in vitro, ne pas étre rejetées et ne pas provoquer
de maladie du greffon contre 1I’héte. Les cellules retenues sont les Cellules Souches

Mésenchymateuses (CSM).

2.3. Les Cellules Souches Mésenchymateuses

2.3.1. Définition

Les cellules souches non-hématopoiétiques présentes au sein de la moelle osseuse ont été

décrites pour la premiere fois dans les années 1970 par Friedenstein et al (Friedenstein et al.
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1974; Friedenstein et al. 1974). La purification de ces cellules a été réalisée grace a leur
capacité d’adhérence au plastique de culture, méthode qui est toujours utilisée a 1’heure
actuelle pour les isoler. Ces cellules ont alors été décrites comme étant des cellules
adhérentes, clonogéniques, non-phagocytaires et de type fibroblastique, possédant en outre la
capacité de donner naissance a des colonies fibroblastiques (CFU-F).

Ces cellules non hématopoiétiques de la moelle osseuse ont par la suite montré leur capacité a
se différencier in vitro en différents types cellulaires issus du feuillet mesodermique :
ostéoblastes (Kassem et al. 1993), adipocytes (Justesen et al. 2002) et chondrocytes
(Johnstone et al. 1998; Mackay et al. 1998). C’est pourquoi le nom de Cellules Souches
Mésenchymateuses (CSM) leur a été attribué.

Cependant, de nombreuses équipes estiment que le terme de cellules souches
mésenchymateuses est inadéquat, et ce pour plusieurs raisons. Tout d’abord, une cellule
souche a pour caractéristique de pouvoir étre amplifiée indéfiniment in vitro tout en
conservant son statut indifférencié. Or il s’est révélé impossible de conserver indéfiniment les
CSM en culture tout en maintenant leur potentiel souche. En effet, dans les conditions
actuelles de culture, les CSM humaines obtenues a partir d’un donneur jeune sont capables de
réaliser environ 40 doublements de population et celles issues de donneurs agés seulement 25
(Stenderup et al. 2003). Cette limitation de la capacité de prolifération in vitro des CSM est le
résultat d’un arrét de la croissance associé a la sénescence des cellules, appelée sénescence
réplicative (Kassem et al. 1997). Cette forme de sénescence est due a différents phénomenes,
notamment un raccourcissement progressif des télomeéres pendant la culture in vitro (Baxter et
al. 2004; Bonab et al. 2006), attribuable a une absence d’activité de la télomérase, enzyme
chargée de réparer les téloméres endommagés au cours des réplications de I’ADN (Simonsen
et al. 2002; Zimmermann et al. 2003). L’absence d’activité télomérase au sein des CSM reste
cependant discutée puisque certaines équipes ont réussi a isoler des CSM possédant cette
activité (Gronthos et al. 2003). 1l se pourrait donc que cette inactivité ainsi que la sénescence
qui en découle soient simplement le reflet de conditions de cultures non-optimales.

Il faut également considérer que le terme de Cellules Souches Mésenchymateuses s’applique
a deux populations de cellules : les CSM présentes in vivo au sein de la moelle osseuse et les
CSM cultivées in vitro. Dans le cas de ces derniéres, la population présente en culture ne peut
pas étre caractérisée par la présence d’un marqueur cellulaire seul et unique mais par une
combinaison de marqueurs plus ou moins exprimés. En outre, le temps de culture nécessaire a

I’obtention du nombre requis de CSM est important, ce qui favorise la dérive des cellules
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cultivées par rapport aux cellules présentes in vivo. Les cellules étudiées in vitro ne seraient
donc plus totalement les mémes que celles prélevées initialement et seraient en fait un
mélange de cellules souches et de cellules stromales différenciées. C’est pourquoi il a été
proposé d’utiliser le terme de Cellules Stromales Mésenchymateuses lorsqu’il est question de
cellules en culture, et de réserver le terme de Cellules Souches Mésenchymateuses aux seules
cellules présentes in vivo. L’acronyme CSM reste ainsi le méme, que 1’on parle de cellules in
Vvivo ou in vitro.

En 2006, la Société Internationale de Thérapie Cellulaire (ISCT) a déterminé les criteres
minimaux pour définir les Cellules Stromales Mésenchymateuses cultivées in vitro (Dominici
et al. 2006). Pour étre reconnues en tant que CSM, les cellules étudiées doivent remplir trois
criteres :

- Adhérer au plastique dans les conditions standards de culture ;

- Présenter le phénotype membranaire suivant : étre CD73, CD90 et CD105 positives a
plus de 95%, et étre CD45, CD34, CD14 ou CDI11b, CD79a ou CDI19 et HLA-DR
négative a au moins 98% ;

- Etre capables de se différencier in vitro en ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes.
Cependant, bien que ces trois critéres s’appliquent uniformément a toutes les CSM en culture,
certaines différences d’expression des marqueurs membranaires sont admises car elles
semblent étre liées au tissu d’ou sont extraites les CSM ainsi qu’aux conditions de culture

employées, actuellement non-uniformisées et propres a chaque laboratoire.

2.3.2. Roles physiologiques des CSM

Les CSM ont montré qu’elles possedent de nombreuses capacités qui leur sont propres, aussi
bien in vitro qu’in vivo. Cependant, 1’étude de leur comportement in vivo et in situ dans leur
tissu d’origine reste trés complexe, notamment a cause de 1’absence d’un marqueur unique et

spécifique qui permettrait de les identifier au sein du tissu ou elles résident

Soutien de ’hématopoiése

Le premier organe au sein duquel les CSM ont été localisées est la moelle osseuse. C’est donc
sur cet organe particulier que se sont concentrees la plupart des études visant a comprendre

leur rdle physiologique.
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La moelle hématopoiétique est emprisonnée a I’intérieur des os. Chez I’enfant de moins de 5
ans, tous les os contiennent de la moelle hématopoiétique active, mais elle se limite par la
suite au niveau des os du crane, des clavicules, des vertébres, des cotes, du sternum, du bassin
et des extrémités proximales du fémur et de I'hnumérus. Lorsque 1’on observe une coupe d’os
renfermant de la moelle hématopoiétique, quatre compartiments se distinguent (\oir figure
8) :

-I’0s a proprement parler, qui renferme les cellules qui assure 1’homéostasie osseuse
(ostéoblastes, ostéoclastes) ;

- le compartiment vasculaire, qui permet I’irrigation de la moelle et 1’extravasation des
cellules hématopoiétiques différenciées vers le reste de la circulation sanguine ;

- le tissu conjonctif de soutient de I’hématopoicse, ou stroma, qui permet de maintenir
I’homéostasie médullaire en régulant les capacités d’autorenouvellement, de différenciation et
de prolifération des cellules souches hématopoiétiques ;

- le parenchyme hématopoiétique, qui contient les cellules sanguines et leurs
précurseurs. C’est au sein de cette structure que les cellules hématopoiétiques pluripotentes
vont se différencier en progéniteurs qui seront a l'origine des lignées sanguines et donneront
naissance aux différentes cellules hématopoiétiques (hématies, plaquettes, monocytes,

macrophages, lymphocytes).
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Figure 8 : Anatomie de la moelle osseuse (d’aprés (Coulombel 2003)). Le tissu médullaire
présent dans la cavité médullaire des os longs est tres vascularisé (vaisseaux représentes en
rouge), et de nombreuses populations cellulaires, dont des cellules souches, y circulent en
permanence. Dans le parenchyme extravasculaire, on trouve au moins trois populations de
cellules souches, les cellules souches multipotentes, les cellules souches mésenchymateuses et
les cellules souches hématopoiétiques. Ces cellules sont extrémement minoritaires par rapport
a leur descendance, représentée par les progeniteurs et les précurseurs.

Les CSM sont des cellules souches stromales et se trouvent donc au sein du tissu conjonctif
qui soutient I’hématopoiése. De ce fait, les premicres études portant sur leur rdle
physiologique ont conclu que leur role était d’assurer le maintien du pool de cellules
stromales différenciées nécessaire au bon fonctionnement des Cellules Souches
Hématopoiétiques (CSH), ainsi que de produire la matrice extracellulaire dans laquelle
viennent se loger les cellules hématopoiétiques (Chichester et al. 1993). Les CSM sécretent
également un grand nombre de cytokines et de facteurs de croissance impliqués dans la
différenciation ainsi que I’autorenouvellement des CSH, tels que I’'[L-6, I’'IL-7, I’IL-8, I’'IL-
11, ’'IL-14, I’IL-15, le M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor), le SCF (Stem Cell
Factor) et le flt-3 ligand (Haynesworth et al. 1996; Majumdar et al. 1998; Cheng et al. 2000;
Neuss et al. 2004).

Cependant, les CSM et les cellules stromales qui en sont issues assurent également d’autres
fonctions au sein de la moelle osseuse. Tout d’abord, les CSM expriment différents récepteurs

membranaires qui vont reconnaitre des molécules présentes a la surface des CSH et ainsi
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permettre a ces derniéres de venir adhérer aux CSM (Majumdar et al. 1998). Cette adhérence
va permettre aux CSM de constituer le support physique dont les CSH ont besoin pour
survivre (Cheng et al. 2000). Enfin, de plus en plus d’études tendent a montrer que les CSM
sont des composants clé de la niche hématopoiétique. Ainsi, Mugurama et al ont démontré
que lors d’une transplantation intra-médullaire de CSM humaines chez une souris NOD-SCID
(Non-Obese Daibetic -Severe Combined ImmunoDefficiency), les cellules greffées sont
capables de se fondre au sein du microenvironnement hématopoiétique dans lequel elles se
différencient en péricytes vasculaires, myofibroblastes, cellules stromales, ostéocytes,
ostéoblastes et en cellules endothéliales, qui constituent tous les composants fonctionnels de

la niche hématopoiétique (Muguruma et al. 2006).

Réparation des lésions tissulaires

La migration des cellules souches est un élément essentiel au cours du développement
embryonnaire mais également au sein de 1’organisme adulte. Elle est en effet indispensable
afin d’assurer le renouvellement continu des cellules différenciées ainsi que la régénération
des tissus Iésés accidentellement.

L’exemple le plus connu de circulation des cellules souches adultes est celui des CSH. En
effet, bien que la majorité des CSH adultes soient localisées au sein de la moelle osseuse, elles
sont également faiblement présentes dans le sang (Wright et al. 2001) (Abkowitz et al. 2003).
Massberg et al ont réussi a décrypter la totalité du chemin parcouru par les CSH en dehors de
la moelle osseuse (Massberg et al. 2007). lls ont ainsi pu montrer que les CSH passent de la
moelle osseuse dans le sang, puis du sang a différents organes (foie, reins, poumons), puis des
organes a la lymphe et aux ganglions lymphatiques d’ou elles repassent dans le sang, a partir
duquel elles retournent & la moelle osseuse ou recommencent un nouveau circuit de migration.
La raison biologique de cette migration des CSH n’est pas totalement claire, cependant
Massberg et al proposent que ces cellules permettraient de produire localement des cellules
immunitaires en cas d’agression tissulaire.

Cette circulation sanguine observée chez les CSH existe également pour les CSM. En effet,
dés 1997, Fernandez et al ont détecté des cellules ressemblant a des CSM dans le sang de
patients atteints de cancer du sein et traités par facteurs de croissance (Fernandez et al. 1997).
Depuis, de nombreuses études ont confirmé la présence dans le sang de cellules

fibroblastiques capables de donner naissance, de la méme facon que les CSM, a des
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ostéoblastes ou a des adipocytes lorsqu’elles sont cultivées dans les conditions appropriées
(Kuznetsov et al. 2001) (Zvaifler et al. 2000). En outre, deux études menées par Mansilla et al
et par Wang et al ont démontré une variation de la quantite de CSM sanguines en fonction de
la condition physiologique du donneur. En effet, dans leur étude, Mansilla et al ont trouvé un
nombre plus élevé de CSM dans les échantillons sanguins provenant de patients souffrant de
brdlure thermique par rapport a ceux provenant de donneur sains (Mansilla et al. 2006). Le
nombre de CSM circulantes était en outre corrélé a la gravité de la brilure, suggérant un lien
entre le nombre de CSM circulantes et le processus de régénération tissulaire. De leur coté,
Wang et al ont quant a eux constaté une diminution des CSM circulantes 7 jours aprés un
infarctus du myocarde, qu’ils supposent étre due a un recrutement accru des CSM circulantes
au niveau du myocarde infarcté afin de faciliter sa réparation (Wang et al. 2006). Ces études
suggérent donc que les CSM pourraient avoir un role extra-médullaire de réparation des tissus
lésés.

2.3.3. Potentiel in vitro des CSM

Outre leurs fonctions physiologiques de soutien a I’hématopoicse et de régénération tissulaire,
les CSM ont également montré de nombreuses capacités lors de leur étude in vitro, qui ont

ouvert la voie a leur utilisation en médecine régénérative.

Différenciation en cellules non mésodermiques

La différenciation des cellules souches en cellules progeénitrices ou en cellules différenciées
est un processus physiologique normal permettant d’assurer 1’homéostasie tissulaire. Les
cellules souches, multipotentes ou unipotentes, présentes au sein des tissus sont programmeées
pour donner naissance a certains types cellulaires définis. Cependant, il arrive parfois que
certaines cellules souches ne se différencient pas de fagcon normale et donnent naissance non
pas aux cellules en lesquelles elles se différencient normalement mais a des cellules
spécifiques de I’organe dans lequel elles se trouvent. On parle alors de transdifférenciation.

Depuis leur découverte, de nombreuses etudes se sont intéressées a la capacité des CSM a se
différencier en différents types cellulaires. 1l est tres vite apparu que ces cellules, fortement
impliquées dans [’homéostasie des lignées mésenchymateuses, étaient capables de se

différencier en de multiples types cellulaires affiliés au mésoderme embryonnaire, tels que les
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ostéoblastes, les adipocytes, les chondrocytes, les myoblastes et les fibroblastes du stroma

hématopoiétique (Pittenger et al. 1999).

De facon surprenante, différentes études ont également montre que les CSM étaient capables

de se différencier non plus en cellules d’origine mésodermique mais en cellules issues de

I’endoderme et de 1’ectoderme embryonnaire. Les CSM peuvent ainsi se différencier en

neurones et en cellules épithéliales mais aussi en hépatocytes et en cellules musculaires
((Jiang et al. 2002) (Kadivar et al. 2006) (Hung et al. 2002) (Petersen et al. 1999) (Kopen et
al. 1999)). La figure 9 résume les capacités de différenciation et de transdifférenciation des

CSM
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Figure 9: Multipotence des CSM (d’aprés (Uccelli et al. 2008))

Bien que la plupart de ces observations de transdifférenciation aient été faite lors d’études in

vitro, elles ouvrent la voie a de nombreuses questions concernant a la fois 1’origine de cette

capacité de transdifférenciation ainsi que la réalité de son existence in vivo.
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Ces deux questions semblent étrangement liées. En effet, les CSM adultes sont communément
considérées comme derivant du mesoderme (Dennis et al. 2002). Cependant, de facon
surprenante, une nouvelle source embryonnaire de CSM a été découverte au sein de la créte
neurale cranienne. Grace a I’utilisation de protéines rapportrices fluorescentes, Takashima et
al ont pu démontrer qu’une vague de cellules provenant du neuroépithélium, positives pour le
marqueur Sox-1, donne naissance a des CSM, via une étape intermédiaire au sein de la créte
neurale (Takashima et al. 2007). Cette origine neuroépithéliale expliquerait la capacité des
CSM a se différencier en neurones, ainsi que leur expression basale de protéines neurales
(Blondheim et al. 2006; Deng et al. 2006). On ne sait actuellement pas si toutes les CSM
adultes ou seulement une partie dérivent de cette premiere vague neurale. Cependant, certains
chercheurs pensent que le manque de signes évidents de la capacité de transdifférenciation des
CSM in vivo serait d0 au nombre limité de CSM adultes dérivant des lignées non
mésodermiques, se basant pour cela sur les travaux de Takashima et al qui montrent que le
nombre de cellules d’origine neuroépithéliale au sein de la moelle osseuse décroit rapidement

apres la naissance.

Faible immunogénicité

En plus de leur capacité a se différencier en cellules issues des trois feuillets embryonnaires,
les CSM ont également montré une forte capacité de modulation de 1’activité¢ des cellules
immunitaires. Cette capacité d’immunomodulation, fortement impliquée dans les actions
bénéfiques des CSM, sera développée par la suite (voir partie 3: CSM et immunité).
Cependant, cette capacité immunomodulatrice est liée a une autre caractéristique majeure des
CSM : leur faible immunogénicite.

En effet, les CSM humaines expriment faiblement les antigénes du Complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH) de classe I et n’expriment pas les molécules de co-stimulation du
CMH de classe I, telles que CD40, CD80 et CD86 (Tse et al. 2003) (Le Blanc et al. 2003)
(Majumdar et al. 2003). La faible expression du CMH de classe | par les CSM les protége de
la lyse médiée par les Natural Killer (NK) alloréactifs (Ryan et al. 2005), alors que 1’absence
de molécules de co-stimulation leur permet d’induire I’anergie des lymphocytes T
(Rasmusson et al. 2003), leur assurant ainsi d’échapper au systéme immunitaire de 1’hote. En
outre, les CSM humaines expriment HLA-G, un antigene non-classique du CMH de classe I,

qui serait impliqué dans 1’inhibition de la réponse immune contre les CSM (Nasef et al.
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2007). Enfin, les CSM sont également capables d’échapper a 1’élimination normale des
pathogenes par le systeme du complément. En effet, Tu et al ont démontré que les CSM, via
la sécrétion du facteur H qui est un puissant inhibiteur de 1’activation du complément, peuvent
inhiber la réactivité du complément et ainsi limiter leur élimination par ce biais (Tu et al.
2010). Cet effet inhibiteur des CSM sur le systtme du complément est également tres
probablement soutenu par leur expression des protéines de contrdle du complément CD55,
CD46 et CD59 (Komoda et al. 2010).

Du fait de cette faible immunogénicité, plusieurs études ont pu démontrer que des CSM
allogéniques non compatibles transplantées chez le rongeur, le poulet (Pochampally et al.
2004), le porc (Hill et al. 2003) ou encore le babouin (Devine et al. 2003) n’induisent pas de
signes visibles de rejet immunitaire. En outre, lors d’une implantation de CSM humaines a un
mouton in utero, les cellules s’intégrent a 1’animal et persistent au cours du temps (Liechty et
al. 2000). Cette absence de rejet des CSM HLA incompatibles a également été observé in vivo
lors de différents essais cliniques (Horwitz et al. 1999) (Kog et al. 2002).

Cependant, des résultats remettant en doute la faible immunogeénicité des CSM ont été
obtenus dans plusieurs modéles utilisant des cellules non plus humaines mais animales. En
effet, il a été montré a la fois in vivo et in vitro que les CSM murines peuvent établir une
réaction immunitaire lorsqu’elles sont transférées chez un animal immunocompétent
(Eliopoulos et al. 2005) (Nauta et al. 2006). Ce rejet n’a en revanche pas été retrouvé en
clinique, puisque les patients ayant regu des CSM allogéniques n’ont montré aucun signe de
rejet, avec une absence de détection d’anticorps dirigés contre les CSM greffées et une
absence d’activation des lymphocytes T (Sundin et al. 2007).

2.3.4. Sources des CSM

Bien qu’ayant été initialement isolées a partir de la moelle osseuse, les CSM ont également
été retrouvées au sein de nombreux organes. Cette recherche de nouvelles sources de CSM
dans le corps a été initiée afin de trouver de nouvelles sources qui seraient plus facilement
accessibles que la moelle osseuse, dont la ponction requiert une intervention lourde
comportant des risques.

Chez I’adulte, les CSM semblent étre présentes dans de trés nombreux organes (Voir figure

10).
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Figure 10 : Organes adultes a partir desquels ont été isolées des CSM. Si la plupart des
sources contiennent des CSM en conditions physiologiques, d’autres telles que le sang, ne
contiennent des CSM de fagon significative que lors de conditions pathologiques. (Zvaifler et
al. 2000) (Gronthos et al. 2001) (Otaki et al. 2007) (Miura et al. 2003) (Martin et al. 2008)
(De Bari et al. 2001) (De Bari et al. 2001) (Young et al. 2001) (Zuk et al. 2002)

Outre les tissus adultes, les CSM sont également présentes au sein des tissus feetaux,
notamment au niveau du foie feetal (Campagnoli et al. 2001). Bien que présentant une source
abondante de CSM, I'utilisation de dérivés feetaux se heurte aux mémes problemes éthiques
que les cellules souches embryonnaires. En revanche, plusieurs études ont démontré la
présence de CSM au sein de tissus d’origine feetale indépendante du feetus. Ainsi, le sang de
cordon ombilical, le cordon ombilical lui-méme, le liquide amniotique mais aussi le placenta
(membrane amniotique et chorion) se sont révelés contenir de grandes quantités de CSM,
facilement accessibles et ne posant aucun probléme éthique puisque faisant partie des déchets

operatoires (Voir figure 11)

73



Sang de cordon et
cordon ombilical

CSM

(foie, poumon, rate)

Placenta (chorion et
membrane amniotique) et
liquide amniotique

Figure 11 : Tissus feetaux et extra-feetaux contenant des CSM. Le cordon ombilical est
composé¢ de deux artéres et d’une veine entourées d’un tissu de soutien appelé « gelée de
Wharton (Wharton’s jelly). Si le sang de cordon en tant que tel ne contient que peu de CSM
(en moyenne 4 cellules pour 1.10° cellules nucléées), la Wharton’s jelly constitue une source
de CSM beaucoup plus importante (Lee et al. 2004) (in 't Anker et al. 2003) (In 't Anker et al.
2003) (Erices et al. 2000) (Battula et al. 2008) (Chang et al. 2006) (Alviano et al. 2007)

Bien que les CSM issues de différents tissus adultes et feetaux présentent beaucoup de
caracteéristiques similaires, différentes études ont récemment pointé du doigt des différences
existant entre elles (Djouad et al. 2005) (Wagner et al. 2005) (Yamada et al. 2006) (Kern et al.
2006). Ces différences, notamment en ce qui concerne leur capacité de différenciation,
pourraient étre dues a une prédestination des cellules par leur tissu d’origine.

A T’heure actuelle, et malgré le grand nombre de sources potentielles de CSM découvertes au
court des dernieres années, les cellules issues de la moelle osseuse, du tissu adipeux, du sang
de cordon ombilical et du cordon ombilical lui-méme sont les seules a étre considérées

comme utilisables en clinique.
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2.4. Utilisations des CSM en médecine régénérative

Les multiples capacités biologiques dont ont fait preuve les CSM aussi bien in vivo qu’in vitro

ont poussé les chercheurs a les exploiter afin de traiter des pathologies nécessitant une

réparation tissulaire, mais egalement dans des pathologies de type inflammatoires. La figure

12 reprend les propriétés biologiques des CSM exploitées en thérapie cellulaire.
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Figure 12 : Capacités biologiques des CSM mises a profit en thérapie cellulaire

Différents exemples d’utilisation des capacités biologiques des CSM au sein des protocoles de

thérapie cellulaire vont maintenant étre traités. Leur capacité d’amplification in vitro est

évidemment mise a profit dans chaque protocole thérapeutique afin de permettre 1’obtention

d’un nombre suffisant de cellules pour réaliser les traitements. Leurs autres capacités sont

quant a elles utilisees diversement en fonction des pathologies :

- Effet trophique : régénération du systeme hématopoiétique
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- Différenciation : régénération de I’os et du cartilage

- Transdifférenciation : régénération cardiaque, nerveuse et épithéliale

Il faut tout de méme noter que, le plus souvent, le bénéfice thérapeutique découle de la
combinaison de plusieurs effets biologiques des CSM. Les phénomenes de différenciation et
de transdifférenciation sont ainsi généralement associés a des effets trophiques.

Les mécanismes d’action sous-jacents aux différentes capacités des CSM seront détaillés au
paragraphe 2.5. Les fonctions immunomodulatrices des CSM ne seront quant a elles pas

abordées ici puisque faisant 1’objet du troisiéme chapitre de cette introduction.

2.4.1. Régénération du systeme hématopoiétique

La fonction premiére des CSM in vivo est de maintenir I’homéostasie de la niche
hématopoiétique et de permettre le bon déroulement de I’hématopoic¢se. De fait, il a été
montré que les CSM facilitent la croissance des cellules hématopoiétiques, a la fois in vitro
(Mourcin et al. 2005) et in vivo (Angelopoulou et al. 2003) (Maitra et al. 2004). L’utilisation
principale des greffes de moelle osseuse est réalisée dans le cas des irradiations anti-
cancéreuses afin de reconstituer la moelle qui a été détruite, intentionnellement ou non, lors
de I’irradiation. Bien que I’on ait longtemps considéré que seules les CSH étaient importantes
lors du transfert de moelle osseuse, la découverte des CSM a fait évoluer le schéma
thérapeutique. En effet, lors de 1’administration d’une forte dose de radiothérapie pré-greffe,
le stroma de la moelle osseuse est endommagé au méme titre que les CSH, et ne se reconstitue
que lentement aprés la fin de 1’exposition (O'Flaherty et al. 1995) (Galotto et al. 1999). En
outre, au sein de la moelle osseuse, moins d’une cellule sur 10 000 est une CSM, et un greffon
classique de moelle osseuse n’en contient que 10 000 pour un kilo du receveur (Jones et al.
2002). Enfin, les CSM n’ont qu’une capacité limitée de reconstitution du stroma
hématopoiétique, et il a été observé que les progéniteurs stromaux a la suite d’une greffe
classique dérivent majoritairement du receveur et non pas du donneur (Koc et al. 1999).
Malgré tout, les CSM humaines ont prouve leur capacité a promouvoir la prise de greffe de
CSH. Maitra et al ont ainsi pu démontrer que la prise de greffe de CSH passe de 2 souris sur
10 sans CSM a 8 sur 10 lors d’une co-greffe (Maitra et al. 2004).

En 2000, Koc et al ont mené une étude sur 28 patients souffrant de cancers du sein. Suite a un

protocole accru de chimiothérapie (précédé ou non de radiothérapie en fonction des patients),
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les patients ont dii subir une greffe de cellules de moelle osseuse. L’étude a permis de montrer
qu’une co-greffe autologue de cellules progénitrices sanguines avec des CSM est efficace,
avec un retour a une quantité normale de neutrophiles dans le sang seulement 8 jours apres la
greffe, et une normalisation des plaquettes 8.5 jours aprés (Koc et al. 2000). Aucun effet
secondaire n’a été observé suite a la greffe de CSM.

Cette étude montrant un bénéfice notable sans aucun effet secondaire associé, a ouvert la voie
a de nombreux autres essais cliniques de co-greffes CSH/CSM. Différentes pathologies ont
ainsi été abordées, ainsi que la greffe de CSM non plus autologues mais hétérologues, avec ou
sans identité HLA. Les résultats obtenus ont tous montré une amélioration de la prise de la
greffe hématopoiétique lors d’une co-injection de CSM, qu’elles soient ou non HLA
compatibles entre le patient traité et le donneur (Lee et al. 2002) (Kim et al. 2004) (Le Blanc
et al. 2007). 11 est a noter qu’aucun effet secondaire 1ié a 1’administration de CSM n’a été

observé au cours de ces différentes études.

2.4.2. Régénération de I’os et du cartilage

L’homéostasie osseuse est régulée par la balance existant entre les cellules productrices d’os,
les ostéoblastes, et les cellules destructrices de 1’os, les ostéoclastes. Les CSM sont
directement impliquées dans le métabolisme osseux puisque les ostéoblastes sont directement
issus de leur différenciation. Les CSM produisent en outre des molécules impliquées dans la
balance ostéoblastes/ostéoclastes, telles que RANKL (receptor activator of nuclear factor
kappa-B ligand), qui active les ostéoclastes, et 1’ostéoprotégérine (OPG), qui inhibe les
ostéoclastes. Dans certaines conditions pathologiques, telles que le grand age ou des
traumatismes importants, I’homéostasie osseuse est rompue, menant a une fragilisation de I’os
et a une cicatrisation compromise. Une perte de fonctionnalité¢ des CSM pourrait €tre 1’un des
facteurs responsables de ces conditions pathologiques (Murphy et al. 2002) et en font donc

d’excellentes candidates pour un traitement par greffe de CSM.

Régénération des traumatismes osseux non-jointifs

A I’heure actuelle, le traitement de référence pour les traumatismes osseux non-jointifs dus a
un traumatisme ou a une résection chirurgicale nécessaire est I’autogreffe osseuse. Cependant,

ce traitement présente d’importants désavantages. En effet, le tissu osseux disponible est
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limité en quantité, et les études réalisées ont montré que la vascularisation et le remodelage
osseux de la greffe sont insuffisants pour assurer une parfaite fonctionnalité du greffon
(Gazdag et al. 1995). L’utilisation de CSM pour améliorer la prise de greffe osseuse ainsi que
pour créer un os artificiel au sein d’une matrice synthétique a donc été testée afin de pallier
aux inconvénients du traitement actuel.

De nombreuses études ont ainsi été menées sur des modéles animaux afin de déterminer la
faisabilit¢ de la greffe de CSM. Dans tous ces modeles, les CSM implantées au sein d’une
matrice artificielle ont permis d’améliorer le processus de réparation osseuse, aussi bien dans
le cas de greffe de CSM autologues qu’allogéniques (Arinzeh et al. 2003) (Bruder et al. 1998)
(Kon et al. 2000).

Cette utilisation des CSM en association avec une matrice artificielle a également été utilisée
en clinique. Quarto et al ont ainsi pu démontrer chez trois patients que la greffe d’une matrice
artificielle contenant des CSM permet d’obtenir la formation de cals osseux conséquents,
signes de la réparation osseuse, ainsi qu’une bonne intégration des implants au niveau des
jonctions avec I’os endogene, seulement deux mois apreés la greffe, alors qu’une greffe

classique d’os ne donne ce genre de résultat que 12 a 18 mois aprés sa réalisation (Quarto et

al. 2001).

Traitement de I’ostéogenése imparfaite

Les CSM ont prouvé dans des modeles animaux leur capacité intrinséque a s’intégrer a I’os et
ont ainsi ouvert la voie a leur utilisation thérapeutique dans le traitement de maladies
génétiques osseuses. Cette capacité de migration dans 1’os, ainsi que le potentiel
osteoblastique des CSM, ont été mis a profit dans le cadre du traitement d’une maladie
génétique osseuse rare : 1’ostéogenese imparfaite. Cette maladie est due a un défaut du
collagéne de type I, protéine structurale majeure de 1’0s, et donne naissance notamment a une
fragilité osseuse, a des difformités du squelette ainsi qu’a un retard de croissance.
Actuellement, aucun traitement médicamenteux réellement efficace n’existe pour traiter les
patients atteints d’ostéogenc¢se imparfaite. Les traitements disponibles, tels que les
bisphosphonates, permettent de diminuer le risque de fracture via une amélioration de la
minéralisation osseuse, mais ne permettent de soigner ni les autres symptémes ni la cause

génétique de la maladie (Devogelaer et al. 2006). Les études utilisant des CSM autologues
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dans des modeles animaux d’ostéogenese imparfaite ont en revanche montré une amélioration
de la croissance et de la minéralisation osseuse (Pereira et al. 1998).

Plusieurs études cliniques ont également été menées afin de traiter des patients souffrant
d’ostéogenese imparfaite. En 2001, Horwitz et al ont tout d’abord montré qu’un transfert de
moelle totale HLA-compatible chez des patients atteints d’ostéogenése imparfaite permettait
d’accroitre la vitesse de croissance et la minéralisation osseuse (Horwitz et al. 2001). En
2002, ce méme groupe a démontré qu’une greffe de CSM provenant du méme donneur HLA -
compatible que les CSH greffées pouvaient s’implanter chez les patients traités, la encore
avec une amélioration marquee de la vitesse de croissance et de la minéralisation des os
pendant les 6 mois d’observation post-greffe (Horwitz et al. 2002). Enfin, dans une étude
portant sur un unique cas, Le Blanc et al ont realisé une greffe in utero de CSM allogéniques
issues de foie feetal sur un feetus atteint d’ostéogenése imparfaite (Le Blanc et al. 2005). Dans
ce cas précis, les CSM se sont intégrées aux 0s, qui ont alors montré un développement

trabéculaire normal.

Régénération du cartilage

Actuellement, les capacités de réparation des lésions dues a un défaut du cartilage ou a
I’arthrose sont trés limitées, et la seule thérapie efficace reste souvent le remplacement du
cartilage défectueux par une prothese artificielle. Cependant, cette intervention est lourde et
comporte des risques élevés. Beaucoup de problémes articulaires sont liés a 1’age,
probablement a cause de la diminution du nombre de CSM présentes au sein de la moelle
osseuse (Murphy et al. 2002). L’utilisation des CSM dans le traitement de I’arthrose est donc
apparue comme une solution thérapeutique valable. La premiére étude clinique de thérapie
cellulaire réalisée par Brittberg et al utilisait non pas des CSM mais des chondrocytes
autologues en injection locale, et a montré une bonne efficacité, avec une amélioration
durable (3 ans post-greffe) de la fonctionnalité des genoux greffés chez 14 des 16 patients
traités (Brittberg et al. 1994). Les études utilisant les CSM ont été réalisées par la suite.
Murphy et al ont démontré dans un modéle caprin que la greffe de CSM apres une résection
partielle ou totale du ménisque du genou permet d’augmenter la régénération du cartilage
(Murphy et al. 2003). En clinique, 24 patients souffrant d’arthrose du genou ont regu une
greffe de CSM chargées au sein d’un gel de collagéne directement dans leur cartilage.

Contrairement aux resultats attendus suite aux études précliniques et malgré une amélioration
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de la structure histologique, aucune amélioration significative de 1’état des patients n’a pu étre
observée (Wakitani et al. 2002).

2.4.3. Régénération cardio-vasculaire

Les études démontrant la possibilité d’utiliser les CSM afin de soigner les maladies cardio-
vasculaires ont éte réalisées dans différents modeles, a la fois in vitro et in vivo.

In vitro, les CSM ont montré leur capacité a se différencier en cardiomyocytes, soit suite a un
traitement par le 5-azacytidine (Makino et al. 1999) (Tomita et al. 1999), soit spontanément
(Planat-Benard et al. 2004) (Miranville et al. 2004). Ces cellules ont toutes montré une
différenciation en cardiomyocytes fonctionnels capables de répondre aux stimuli
physiologiques et pharmacologiques de la méme fagcon que les myocytes cardiaques.
L’utilisation de CSM a également été mise en ceuvre dans le traitement des infarctus du
myocarde. Des études ont ainsi démontré que 1’injection de CSM aprés un infarctus permet
d’améliorer la fonction cardiaque, aussi bien chez le rongeur (Orlic et al. 2001) que chez le
porc (Amado et al. 2005). Plusieurs tentatives ont été réalisées afin de favoriser I’implantation
et la différenciation des CSM au sein du myocarde (Toma et al. 2002) (Wang et al. 2001).
Cependant, la capacité des CSM a se différencier in situ en cardiomyocytes reste
controversée.

Chez I’homme, plusieurs €tudes cliniques ont été réalisées afin de réparer le cceur apres un
infarctus du myocarde. L’équipe de Chen et al a ainsi réalisé une étude clinique au cours de
laquelle ils ont administré des CSM autologues par voie intra-coronaire 7 a 10 jours apres un
infarctus (Chen et al. 2004). L’injection de cellules a été globalement bien tolérée et une
amélioration de la fonction cardiagque a pu étre observée chez les patients ayant recu les CSM
par rapport au groupe contrble. Deux autres études similaires ont été réalisées et ont elles
aussi conclu & une innocuité du traitement ainsi qu’a une amélioration de la fonction, voir
méme de la régénération, du muscle cardiaque (Katritsis et al. 2005) (Mohyeddin-Bonab et al.
2007).

Un traitement par injection de CSM a également été envisagé dans les cas d’ischémie. En
effet, des études sur des modeles animaux d’ischémie ont montré que 1’injection de CSM dans
un membre ischémique induit [’apparition d’une angiogenése accompagnée d’une

augmentation du flux sanguin et de la densité du réseau vasculaire (Al-Khaldi et al. 2003).
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Différentes études cliniques ont également exploré les capacités de régénération des CSM
dans des cas d’ischémie ayant différentes origines (Tateishi-Yuyama et al. 2002) (Assmus et
al. 2002) (Tse et al. 2007). Ces études ont unanimement conclu que la greffe est bien tolérée
par les patients et que ces derniers ont connu une amélioration de leur état, parfois de fagon
spectaculaire. Cependant, ces résultats doivent encore étre confirmés par des études cliniques
randomisées et a plus grande échelle.

Enfin, une derniere utilisation des CSM afin de régénérer le systeme cardio-vasculaire est leur
utilisation dans le but de réparer directement les vaisseaux endommagés. Ainsi, Mirza et al
ont réussi a améliorer la greffe d’aorte artificielle chez le rat en implantant des CSM au sein
du vaisseau artificiel (Mirza et al. 2008). lls ont en effet pu observer que les CSM ont colonisé
le greffon synthétique et se sont partiellement différenciées en cellules musculaires lisses. En
outre, la greffe de CSM a permis de diminuer les thromboses, risque majeur lors de la pose de
prothéses vasculaires.

2.4.4. Régénération du systéeme nerveux

L’accident vasculaire cérébral est un déficit neurologique soudain d’origine vasculaire, causé
par un infarctus ou une hémorragie cérébrale. Compte tenu de la capacité que possede les
CSM a régeénérer les lésions causees par les infarctus cardiaques, et vu leur potentiel de
différenciation en cellules nerveuses, différentes études ont été menées en utilisant des
modeles animaux d’accident vasculaire cérébral. Ces études ont montré que les CSM injectées
par voie intraveineuse a des rats souffrant d’un accident vasculaire cérébral sont capables de
migrer vers le site lésionnel et de s’y différencier en cellules exprimant des marqueurs
neuronaux, aboutissant ainsi a la réparation des cellules neurales endommagées (Li et al.
2005). En outre, d’autres études ont quant a elles permis de démontrer que 1’injection
intracérébrale de CSM chez le rat peut étre réalisée, et permet de diminuer les déficits

fonctionnels dus a 1’accident vasculaire cérébral (Chen et al. 2001).

En ce qui concerne les maladies neuro-dégénératives, les traitements actuellement disponibles
ne permettent pas d’obtenir une réelle guérison des patients. La thérapie cellulaire par CSM
pourrait permettre de régénérer les cellules neurales détruites ou endommagées dans le cadre

de ces pathologies.
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De nombreuses études ont de ce fait été menées sur des modeles animaux reproduisant
diverses pathologies neuro-dégenératives. Les CSM ont ainsi démontré leur capacité a
restaurer, au moins partiellement, les fonctions atteintes dans des modeles aussi variés que la
maladie de Huntington (Amin et al. 2008), la maladie de Parkinson (Bouchez et al. 2008)
(Park et al. 2008) ou encore la sclérose latérale amyotrophique (Zhao et al. 2007) (Vercelli et
al. 2008).

Des études cliniques ont également pu étre menées chez des patients atteints de diverses
maladies neuro-dégénératives. Les premiers, Koc et al ont tenté de corriger les atteintes dues
soit & un syndrome de Hurler soit a une leucodystrophie métachromatique (Koc et al. 2002).
Leur étude a montré que le traitement permet une amélioration des signes cliniques de la
maladie sans provoquer d’effets secondaires notables. L’équipe de Mazzini et al s’est quant a
elle concentrée sur le traitement de la sclérose latérale amyotrophique. Ses deux études
cliniques ont permis de montrer d’une part que I’injection de CSM dans le liquide cérébro-
spinal est sans risque pour le patient, et d’autre part que cette injection permet de diminuer la
vitesse du déclin musculaire au niveau des jambes des patients traités (Mazzini et al. 2010).
Enfin, une étude de Lee et al a quant a elle permis de démontrer 1’efficacité d’un traitement
par CSM chez des patients souffrant d’atrophie multisystématisée, ou le traitement a permis

de ralentir la progression des déficits neurologiques chez les patients traités (Lee et al. 2008).

2.4.5. Régénération des epithéliums

Tout comme les cellules souches embryonnaires, les CSM ont été utilisées afin de restaurer
les fonctions de production d’insuline du pancréas de personnes souffrant de diabéte de type
1. Les études menées sur les modeles animaux ont ainsi permis de démontrer que 1’injection
de CSM permet d’améliorer la régulation du taux de glucose sanguin, ainsi que d’augmenter
la production endogéne d’insuline (Ezquer et al. 2008) (Lee et al. 2006). Leur utilisation a
également été testée dans le cadre des maladies rénales. Une amélioration de la structure
histologique et de la fonction rénale ont ainsi pu étre observees suite a une injection de CSM
dans des modeles d’ischémie-reperfusion, de lésion tubulaire aiglie ou encore de
glomérulonéphrite (Herrera et al. 2004) (Morigi et al. 2008) (Togel et al. 2007). Bien que ces
études apportent toutes des résultats trés prometteurs, aucune étude clinique n’a a ce jour été

menée afin de réparer I’un de ces épithéliums a 1’aide de CSM.
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Des études précliniques ont permis de montrer que si les CSM sont capables de se différencier
en cellules hépatiques in vitro grace a certains stimuli (Fiegel et al. 2006), cette
différenciation peut également se produire in vivo (Sato et al. 2005) (Chamberlain et al. 2007).
En outre, I’injection de CSM a des animaux présentant des atteintes hépatiques induites
chimiquement permet de limiter la progression de la fibrose hépatique et de restaurer en partie
une fonctionnalité normale du foie (Fang et al. 2004) (Sakaida et al. 2004) (Zhao et al. 2005).
Gréace aux connaissances acquises dans les modeéles animaux, une étude clinique a pu étre
menée par Mohamadnejad et al (Mohamadnejad et al. 2007). Au cours de leur essai, les
patients souffrant de cirrhose et présentant une fibrose hépatique trés importante ont vu leurs
fonctions hépatiques s’améliorer suite a la greffe de CSM. En outre, une augmentation du

volume hépatique a également pu étre observée 12 mois apres la greffe de CSM.

L’épithélium pour lequel la thérapie par CSM est le plus avancé est la peau. En effet, les CSM
ont rapidement montré leur efficacité dans I’aide a la fermeture des plaies dans des modeles
animaux, notamment grace a leur action pro-angiogénique et a leur potentiel de
différenciation en cellules épithéliales (Wu et al. 2007) (Ebrahimian et al. 2009). En outre, les
CSM ont prouveé leur efficacité dans la réparation des lésions cutanées dues a une exposition
aux rayonnements ionisants. En effet, les études menées au sein du laboratoire ont permis de
démontrer que I’injection de CSM par voie systémique permet d’accélérer la fermeture des
plaies cutanées dues a une dose importante d’irradiation (Francois et al. 2007). Cette efficacité
des CSM dans la réparation des 1ésions radiques cutanées a d’ailleurs été exploitée en clinique
grace a la collaboration de I’IRSN avec le Centre de Transfusion Sanguine des Armées de
I’hdpital Percy. Plusieurs patients souffrant de dommages cutanés importants suite a une
exposition accidentelle a des rayonnements ionisants ont ainsi pu bénéficier d’une greffe de
CSM associé a une greffe de peau autologue (Lataillade et al. 2007) (Bey et al. 2007) (Bey et
al. 2010). Les résultats obtenus ont été spectaculaires et ont permis aux patients traités de
retrouver 1’usage de leurs membres, ce qui aurait ét¢ impossible avec une prise en charge

conventionnelle.

Les CSM sont ¢galement utilisées afin de réparer les 1ésions de 1’épithélium gastro-intestinal.
Différents modeles animaux de colite induite par le DSS ou le TNBS ont ainsi permis de
montrer que I’administration de CSM permet de diminuer les 1ésions, similaires a celles de la

maladie de Crohn et a la colique ulcérative, causées par ces produits chimiques (Hayashi et al.
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2008) (Gonzalez et al. 2009) (Gonzalez-Rey et al. 2009). En clinique, les études menées par
les équipes de 1’hopital universitaire de Madrid sur le traitement par CSM des fistules péri-
anales provoquées par la maladie de Crohn ont donné des résultats trés positifs. En effet,
Garcia-Olmo et al ont démontré que I’ajout de CSM au sein de la colle de fibrine
habituellement utilisée pour traiter les fistules péri-annales permet d’améliorer la fermeture
des fistules (17 patients sur 24 traités par CSM contre 3 sur 25 traités par fibrine seule) et
permet également de limiter la récurrence des fistules un an apres le traitement (Garcia-Olmo
et al. 2009). L’étude de Guadalajara et al parue en 2012 montre un effet positif a long terme
de I'utilisation des CSM au sein des colles de fibrine utilisées pour traiter les fistules péri-
annales, avec 7 patients sans récurrence de fistule sur les 12 suivis (Guadalajara et al. 2012).

L’efficacité de 1’utilisation des CSM dans le cadre de la régénération des 1ésions intestinales
post-radique aigues a été démontrée par notre laboratoire grace aux travaux de Semont et al.
(Semont et al. 2010). Cette étude a en effet permis de démontrer que I’injection de CSM suite
a une irradiation abdominale 1étale permet d’augmenter la survie des animaux. En effet, 80%
des souris ayant re¢u les CSM sont vivantes 5 jours apres I’irradiation alors qu’aucun animal
non traité par CSM n’a survécu. L’étude a également montré que I’amélioration de la survie
des animaux est liée a la régénération a la fois de la structure et de la fonctionnalité
intestinales, avec une diminution de I’apoptose radio-induite associée a une augmentation de
la prolifération des cellules intestinales. Dans le cadre de 1’accident d’irradiation survenu a
Epinal, trois patients sur-irradiés ont pu bénéficier d’un traitement par CSM (Peiffert et al.
2007). Bien que I’efficacité du traitement ait été¢ difficilement appréciable du fait de son
caractere compassionnel, une diminution des douleurs ressenties par les patients, pourtant

réfractaires a la morphine, a pu étre observée tres rapidement suite a 1’injection des cellules.

2.5. Mécanismes impliqués dans I’amélioration de la régénération par les CSM

Les mécanismes impliqués dans 1’amélioration de la régénération tissulaire par les CSM
varient en fonction du type de Iésion et du tissu endommagé. La compréhension complete de
ces mécanismes passe donc par le décryptage systématique des interactions complexes ayant
lieu entre les CSM et leur environnement dans chacun des cas ou cette thérapeutique est
utilisée.

L’amélioration de la régénération tissulaire fait bien évidemment appel aux différentes

capacités intrinseques des CSM telles que nous les avons deja décrites. La compréhension de
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ces facultés intrinseéques et de leurs implications dans la régénération tissulaire est essentielle

afin d’améliorer et d’optimiser les protocoles de thérapie cellulaire.

2.5.1. Mobilisation et homing vers les sites lésionnels

Les protocoles de thérapie cellulaire utilisent deux voies d’administration des CSM. En effet,
les cellules sont soit injectées localement au niveau du site lésionnel, soit administrées de
facon systémique par voie intraveineuse (1V).
L’administration locale semble théoriquement étre la plus a méme d’apporter de bons
résultats. En effet, les cellules étant administrées directement au sein du tissu Iésé, leur effet
bénéfique devrait étre rapidement visible. Les études utilisant ce mode d’administration
montrent d’ailleurs un effet bénéfique important de 1’injection de CSM. Cependant, I’injection
locale des cellules au sein de la zone 1ésée n’est pas toujours possible, que ce soit a cause d’un
manque d’accessibilité de la zone, comme le Systeme nerveux central, ou a cause de la
dispersion des zones a traiter, comme dans le cas du traitement de 1’ostéogenese imparfaite.
Dans des situations de ce type, les CSM doivent étre administrées par voie systémique.
Cependant, I’administration par voie intraveineuse pose le probleme de la capacité des CSM a
migrer vers le tissu que I’on souhaite régénérer et a s’y intégrer efficacement afin de pouvoir
favoriser sa régénération.
Les résultats obtenus suite a 1’administration systémique de CSM dans différents modeles
animaux ainsi que lors d’essais cliniques ont prouvé que ce mode d’administration des
cellules est efficace et permet 1’obtention de bénéfices thérapeutiques au méme titre que
I’injection locale (McFarlin et al. 2006). Cependant deux questions majeures pour la
compréhension et I’amélioration des protocoles de thérapie cellulaire se posent:

1- Les CSM migrent-elles vraiment vers le site Iésionnel ? Et si oui,

2- Comment les CSM sont-elles guidées vers les sites 1ésés ?
Migration des CSM vers les sites lésés
Comme nous ’avons déja évoqué, les CSM peuvent étre induites a quitter la moelle osseuse

et migrer via le sang vers les tissus périphériques afin de favoriser la régénération des lésions

tissulaires de 1’organisme.
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L’injection thérapeutique de CSM par voie systémique permettrait donc d’augmenter la
présence des CSM circulantes et ainsi de potentialiser 1’effet thérapeutique endogene des
CSM. Cependant, cet effet potentialisateur ne peut exister qu’a la condition que les cellules
exogenes soient elles aussi capables de migrer vers les tissus Iésés. La distribution des CSM
exogénes dans le corps suite a leur administration par voie systémique a donc été

particuliérement étudiée.

La distribution des CSM suite a leur injection intraveineuse chez un animal sain a été explorée
par 1’équipe de Von Liittichau et al chez la souris (Von Luttichau et al. 2005). En utilisant des
CSM syngéniques exprimant la GFP, ils ont pu retrouver des cellules au sein de la rate, du
thymus et des ganglions lymphatiques 24 heures aprés 1’injection. Le nombre de cellules
présentes dans ces organes atteignait son maximum 3 jours aprés 1’injection, et restait stable 4
jours apres, soit 7 jours aprés 1’injection. A 3 jours post-infusion, les CSM étaient également
détectables au niveau de la peau, des glandes salivaires et de 1’intestin gréle. Elles étaient en
revanche absentes du rein et tres peu nombreuses dans le foie et la moelle osseuse. Dans notre
laboratoire, Francgois et al ont quant a eux décrit une migration des CSM vers le poumon, la
moelle osseuse et les muscles chez la souris saine. Les cellules n’étaient cependant que trés
faiblement présentes au sein de ces organes et étaient indétectables dans le reste de
I’organisme (Francois et al. 2006). Enfin, 1’étude de Devine et al menée chez le singe a quant
a elle montré que les CSM injectées a un animal immunocompétent s’implantent dans des
tissus non hématopoiétiques, et notamment le tractus gastro-intestinal (colon, estomac,

duodénum, iléon, pancréas, foie) (Devine et al. 2003).

La thérapie cellulaire étant utilisée a des fins thérapeutiques, la distribution des CSM dans le
corps suite a leur administration par voie intraveineuse a de ce fait été particulierement
étudiée en conditions non plus physiologiques mais pathologiques. De nombreuses études ont
ainsi démontré la capacité des CSM exogenes a migrer vers un site lésionnel suite a leur
injection par voie sanguine. Cette migration a pu étre démontrée dans de nombreux modéles
pathologiques affectant divers tissus et organes, prouvant I’affinité des CSM non pas pour un
tissu donné mais pour les organes endommagés. Différentes équipes ont ainsi réussit a
détecter les CSM injectées par voie systémique dans le cerveau (Chen et al. 2001), le ceeur
(Nagaya et al. 2004), les poumons (Ortiz et al. 2003), la moelle osseuse (Horwitz et al. 2002)

ou encore les reins (Hauger et al. 2006) lorsque ces organes avaient subi des dommages.
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Les CSM exogenes utilisées en thérapie cellulaire semblent donc capables de sortir de la
circulation sanguine et de migrer vers les tissus lésés afin de potentiellement participer a leur
régenération, tout comme les cellules endogenes de la moelle osseuse. Cependant, le faible
nombre de cellules exogenes retrouvées au sein de ces tissus a amené un grand nombre
d’équipes a chercher a comprendre les mécanismes sous-jacents a cette migration afin de

pouvoir améliorer le recrutement des CSM au sein des organes Iésés et/ou inflammés.

Meécanismes impliqués dans le homing des CSM

Le homing est défini comme étant le processus par lequel les cellules migrent vers, et
s’implantent dans, le tissu dans lequel elles peuvent exercer localement des effets
fonctionnels. Ce terme s’applique donc a toute cellule se déplacant d’un tissu a un autre, que
ce soit une cellule souche ou une cellule sanguine circulante de type leucocyte.
Les mécanismes par lesquels les cellules immunitaires sont conduites vers les sites lésionnels
sont tres étudies et relativement bien décryptés. En revanche, la migration des cellules
progenitrices et des cellules souches, endogenes ou exogeénes, vers les sites ischémiques ou
Iésionnels reste moins bien comprise.
Le homing des leucocytes implique une cascade de quatre évenements (Voir figure 13):

1- L’initiation grice aux interactions d’adhérence ayant lieu entre les cellules

circulantes et I’endothélium vasculaire du tissu cible ;

2- L’activation du phénomeéne d’adhérence des intégrines via un signal de type

chémokine ;

3- L’adhésion solide des leucocytes a I’endothélium ;

4- L’extravasation des cellules adhérées a ’intérieur des tissus cibles.
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Figure 13 : Repreésentation schematique du homing leucocytaire

Les études cherchant a comprendre les mécanismes régissant la migration des cellules
souches se sont focalisées sur la recherche de similitudes entre leur homing et celui des
leucocytes. Ainsi, Chute et al ont pu démontrer que les mécanismes soutenant la migration
des CSH des vaisseaux sanguins vers les tissus environnant sont tres similaires a ceux
impliqués dans la migration leucocytaire (Chute 2006). La capacité des CSM a migrer vers les
sites lésionnels étant reconnue, 1’existence d’un mécanisme similaire a celui des leucocytes et

des CSH s’est rapidement imposée.

L’expression des molécules d’adhésion a la surface des cellules représente un point critique
du homing, puisque ce sont elles qui vont permettre aux cellules de migrer vers leurs tissus
cibles et d’y adhérer a la matrice extracellulaire afin de s’y implanter durablement. Le homing
des leucocytes et des CSH au niveau des sites inflammatoires en réponse aux stimuli
inflammatoires est ainsi entierement dépendant de I’expression de molécules d’adhésions
telles que les intégrines et les sélectines. L’expression de molécules d’adhésion a la surface
des CSM a donc été évaluée, et différentes études ont pu montrer qu’elles expriment bien a

leur surface des intégrines, ainsi que les récepteurs aux chémokines nécessaires a la
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perception du signal inflammatoire a 1’origine du déclenchement de leur migration (Brooke et

al. 2008) (De Ugarte et al. 2003).

Implication de I’interaction Intégrine a4/1-VCAM-1 : Le homing des leucocytes

et des CSH dépend des molécules exprimées a leur surface mais également de celles
exprimées a la surface des cellules endothéliales. Leur migration repose en effet sur les
interactions entre les molécules d’adhésions présentes a la surface des cellules migrantes, telle
que I’intégrine a4/B1, avec celles présentes sur les cellules endothéliales, telle que VCAM-1
(Springer 1990). Segers et al ont démontré que le blocage de VCAM-1 par un anticorps
bloquant permet d’inhiber 1’adhésion des CSM de rat aux cellules endothéliales, démontrant
ainsi I’implication de VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) dans la migration des
CSM (Segers et al. 2006). En outre, les CSM présentes dans la moelle osseuse sont positives
pour 04/B1, et Ip et al ont démontré que le blocage de B1 induit une diminution du nombre de
CSM recrutées au sein du myocarde apres un infarctus (Ip et al. 2007). Ruster et al ont quant
a eux démontré 1’implication de ces deux molécules dans 1’adhésion des CSM aux cellules
endothéliales en montrant que I’inhibition de I’une ou ’autre inhibe le processus d’adhésion

des CSM aux cellules endothéliales (Ruster et al. 2006).

Role de SDF1 dans le gquidage des CSM aux sites lésionnels : Le Stromal Cell-

Derived Factor 1 (SDF-1), aussi appelé CXCL12, est une petite cytokine chimiotactique
connue pour activer les leucocytes, et dont la production est induite par des signaux
inflammatoires tels que le TNFa ou I’IL-1 (Fedyk et al. 2001). L’augmentation de sa synthése
au niveau des sites lésionnels a par ailleurs été démontrée dans de nombreux modéles tels que
les Iésions de la peau (Toksoy et al. 2007) et du cerveau (Cui et al. 2007) ou encore 1’infarctus
du myocarde (Askari et al. 2003). Le récepteur de cette chémokine, CXCR4, est quant a lui
exprimé par les CSM (Honczarenko et al. 2006). Dans un modéle d’infarctus du myocarde,
Abbott et al ont démontré que I’administration d’un antagoniste spécifique de CXCR4 inhibe
significativement la migration des CSM vers le site de l’infarctus. A I’inverse, ils ont
¢galement démontré qu’une surproduction de SDF-1 au sein du myocarde permet
d’augmenter significativement la quantit¢é de CSM qui y sont recrutées (Abbott et al. 2004).
L’impact d’un prétraitement par un antagoniste de CXCR4 a également été démontré dans le
cas de I’ischémie cérébrale (Wang et al. 2008). L’expression de CXCR4 par les CSM a quant

a elle montré son importance dans la régulation de I’adhésion des CSM aux cellules
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endothéliales (Wynn et al. 2004). Enfin, SDF-1 est également un « facteur de rétention » qui
assure une présence suffisamment longue des cellules CXCR4 positives afin qu’elles puissent
participer a la réparation des tissus lésés (Grunewald et al. 2006). Les molécules impliquées
dans le recrutement des CSM au niveau des sites lésionnels ne se limitent pas a SDF-1. Ponte
et al ont en effet montré que la capacité migratoire des CSM est sous le contrdle d’un large
panel de molécules telles que les facteurs de croissance PDGF (Platelet-Derived Growth
Factor) et IGF-1 (Insulin Like Growth Factor 1) et les chémokines CCR2, CCR3, CCR4 ou
CCLS5 (Ponte et al. 2007).

Interaction avec les métalloprotéinases matricielles : Une fois les cellules arrivées

par voie sanguine au niveau du site lésé, leur passage au sein du tissu nécessite leur
extravasation du vaisseau vers le tissu. Scmidt et al ont démontré que les CSM possédent la
capacite de traverser la barriére endothéliale (Schmidt et al. 2006). Cette migration repose sur
la balance entre les métalloprotéinases matricielles (MMP) activées, qui vont dégrader la
membrane des vaisseaux et ainsi permettre I’extravasation des CSM de la méme manicre que
pour les leucocytes, et les inhibiteurs tissulaires de métalloprotéinases (TIMPS), qui
inactivent les MMP et inhibent donc ’extravasation des cellules (Kasper et al. 2007). Cette
implication des MMP et des TIMP a été¢ démontrée par 1’utilisation d’animaux knock-out
(KO) qui ont permis de constater que I’inhibition de MMP-2, de MT1-MMP ou de TIPM-2
diminue fortement I’invasion tissulaire par les CSM, alors que I’extinction de TIMP-1
augmente la migration cellulaire (Ries et al. 2007). Enfin, les cytokines inflammatoires telles
que I'ILIB, le TGF-B1 (Transforming Growth Factor 1) et le TNFa augmentent la
production de MMP-2, MT1-MMP et MMP-9, ce qui permettrait de créer un environnement

favorable a la migration cellulaire et au remodelage vasculaire et tissulaire (Ries et al. 2007).

2.5.2. Différenciation et transdifférenciation

Outre leur migration vers les sites 1ésés, les CSM ont également prouvé leur capacité a se
différencier en de nombreux types cellulaires in vitro. La capacité des CSM a réparer les
1ésions pourrait donc, selon 1’organe 1€ésé, étre en partie due a leur différenciation en cellules
du tissu afin de remplacer les cellules détruites. La compréhension de ces phénomenes de
différenciation et de transdifférenciation permettrait de favoriser une différenciation ciblée

afin de potentialiser les effets bénéfiques des thérapies a base de CSM.
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La différenciation des CSM en cellules spécifiques des tissus 1ésés a été évaluée dans
différents modeles. Plusieurs équipes ont ainsi montré leur capacité a se différencier en
différents types de cellules épithéliales suite a leur administration in vivo. Les équipes d’Ortiz,
de Kotton et de Rojas ont montré que les CSM sont capables de se différencier en différents
types cellulaires composant les poumons, tels que les pneumocytes de type | et 1l (Ortiz et al.
2003) (Kotton et al. 2001) (Rojas et al. 2005). Outre les cellules pulmonaires, les CSM ont
également prouvé leur capacité a remplacer les cellules lésées au niveau de la peau
(Nakagawa et al. 2005), des glandes sébacées (Fu et al. 2006), de la rétine (Arnhold et al.
2007) ou encore des tubules rénaux (Herrera et al. 2004).

La capacité des CSM a se différencier in vivo est également particulierement visible dans le
cadre de la réparation des dommages vasculaires et cardiaques. En effet, plusieurs études ont
réussi a démontrer que les CSM sont capables de se différencier efficacement en
cardiomyocytes, en cellules musculaires lisses ou encore en cellules endothéliales, qui sont
tous des types cellulaires indispensables au bon fonctionnement cardiaque (Gojo et al. 2003).
Enfin, Kopen et al ont quant a eux montré que des CSM injectées dans le systeme nerveux
central de souriceaux nouveau-nés migrent dans le cerveau et y adoptent une morphologie et

des caractéristiques phénotypiques d’astrocytes et de neurones (Kopen et al. 1999).

Malgré les résultats obtenus dans les études précédemment citées, la réalité de la
transdifférenciation des CSM in vivo reste discutée, aussi bien en ce qui concerne leur
différenciation en cellules neurales qu’en cardiomyocytes. Les équipes remettant en cause
cette transdifférenciation in vivo se basent sur différents critéres. Tout d’abord, Blandini et al
ont montré que les CSM cultivées in vitro expriment spontanément des marqueurs de cellules
neurales, telles que la Nestine, GAP-43, la Tubuline 11 ou encore MAP-2 (Blandini et al.
2010). Certaines études remettent également en cause les méthodes utilisées afin de statuer
sur la différenciation des cellules, tels que Dai et al qui ont remis en question I’utilisation de
la protéine a-SMA (a-Smooth Muscle Actin) comme marqueur de la différenciation des CSM
en cardiomyocytes (Dai et al. 2005).

Enfin, de nombreuses équipes ont pu observer un bénéfice suite a 1’utilisation de CSM sans
pour autant étre en mesure d’apporter une preuve de leur persistance a long terme au sein des
Iésions. Ainsi, les enfants traités pour leur ostéogenése imparfaite ont montré un net bénéfice
suite au traitement bien que moins d’un pourcent des CSM administrées se soient intégrées au

sein de I’organisme des receveurs (Horwitz et al. 2002). En outre, Iso et al ont quant a eux
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constaté une amélioration de la fonction cardiaque suite a 1’injection de CSM dans leur
mode¢le d’infarctus du myocarde, et ce malgré 1’absence d’implantation des CSM 3 semaines
aprées 1’injection (Iso et al. 2007).

Cette trés faible présence a moyen terme des CSM au sein de leurs tissus cibles pousse de
nombreuses équipes a penser que 1’action bénéfique des CSM sur la régénération tissulaire

serait majoritairement indépendante des mécanismes de transdifférenciation.

2.6. Effets trophiques paracrines

Le faible nombre de CSM retrouveé sur les sites Iésionnels a amené les chercheurs a envisager
un effet indirect des CSM via une syntheése de facteurs trophiques (Caplan et al. 2006).

Des études in vitro ont en effet démontré que les CSM sont capables de sécréter une large
variété de facteurs angiogéniques, mitogenes et anti-apoptotiques, tels que le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), I’HGF (Hépatocyte Growth Factor), 1I’angiopoiétine-1 et I'IGF-1
(Kinnaird et al. 2004) (Nagaya et al. 2005). Plusieurs études ont en outre montré que
I’utilisation de milieu conditionné, c’est-a-dire le milieu de culture dans lequel les CSM ont
été cultivées, permet d’augmenter la prolifération et la migration des cellules endothéliales, et
des cellules musculaires lisses in vitro de la méme fagon que lors d’une mise en contact direct
avec les CSM (Kinnaird et al. 2004) (Korf-Klingebiel et al. 2008). Ces études ont en outre
montré que 1’ajout d’anticorps bloquant le VEGF ou le FGF aux cultures inhibe cet effet pro-
angiogénique, suggérant une implication de ces deux molécules dans cet effet paracrine des
CSM. La figure 14 résume les facteurs trophiques sécrétés in vitro par les CSM ainsi que leur

participation aux différents processus impliqués dans la régénération tissulaire.
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Figure 14 : Molécules trophiques sécrétées par les CSM et leur participation aux
différents processus impliqués dans la régenération tissulaire (d’apres (Meirelles Lda et
al. 2009))

L’importance des molécules sécrétées par les CSM a également été étudiée in vivo.
Parekkadan et al ont ainsi démontré que la connexion du contenu de bioréacteurs servant a la
culture de CSM avec la circulation sanguine de rats souffrant d’insuffisance hépatique
fulgurante permet de faire passer leur taux de survie de 14 a 71% (Parekkadan et al. 2007).
Les molécules sécrétées par les CSM jouent également un role dans leur effet pro-
angiogénique. Dans leur étude portant sur 1’ischémie du membre, Kinnaird et al ont en effet
démontré que le milieu conditionné de CSM contient des molécules pro-angiogéniques telles
que le bFGF, le VEGF, le PIGF (placental growth factor) ou encore MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant Protein 1). IIs ont en outre démontré la présence in vivo et in situ de VEGF et
de BFGF aux alentours des CSM implantées au niveau de la lésion (Kinnaird et al. 2004). De
leur c6té, Hung et al ont quant a eux démontré que le milieu conditionné de CSM contient de
grandes quantités de facteurs pro-angiogéniques et anti-apoptotiques tels que I’'IL-6, le VEGF

et MCPI1, et que ces molécules sont a 'origine de I’inhibition de la mort des cellules
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endothéliales normalement provoquée par la culture en conditions hypoxiques de ces cellules
(Hung et al. 2007). Enfin, les CSM ont également prouvé leur capacité a produire des
molécules constituant la matrice extracellulaire, qui forment un substrat indispensable a la
bonne croissance des cellules endothéliales (Sorrell et al. 2009). L’effet neuro-protecteur des
CSM semble également, du moins en partie, dd a la production de facteur trophiques tels que
le BDNF (brain-derived neurotrophic factor), le NGF (nerve growth factor) et I’'IGF1, qui sont
tous impliqués dans la restauration des fonctions neuronales (Wilkins et al. 2009)
(Wakabayashi et al. 2010). Enfin, I’étude menée par Leroux et al a montré une implication de
la sécrétion de Wnt4 par les CSM dans 1’amélioration de la régénération des fibres

musculaires et du systéme vasculaire lors du traitement d’une ischémie du membre (Leroux et

al. 2010).

De nombreux autres facteurs trophiques sont sécrétés par les CSM, notamment des
molécules impliquées dans la régulation des processus inflammatoires. Ces molécules
permettant aux CSM de moduler I’inflammation, ainsi que I’immunité en générale, sont donc
fortement impliquées dans la derniére capacité intrinseque des CSM : la modulation des
processus immunologiques. Cette régulation immunitaire serait, tout comme leur action
trophique, fortement impliquée dans la plupart des effets bénéfiques observés suite a un

traitement par CSM.
3. Cellules Stromales Mésenchymateuses et immunité

3.1. Physiologie de I’inflammation

3.1.1. Rale physiologique

L’inflammation, ou réaction inflammatoire, est la réponse la plus fréquente des tissus
vascularisés face a une agression. L’inflammation est un processus normalement bénéfique
dont le but est d’éliminer les agents pathogenes et de permettre la réparation des lésions
tissulaires. Les causes de I’inflammation sont multiples, et regroupent notamment les
contaminations par des micro-organismes (bactéries, virus, parasites), les lésions dues aux
agents physiques (traumatisme, chaleur, froid, irradiation) et chimiques (toxines, venins), la
présence de corps étrangers, les nécroses dues a un défaut de vascularisation ou encore les

déréglements immunitaires (allergies, maladies auto-immunes). Dans les cas ou la cause de
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I’inflammation n’est pas un pathogeéne viral ou bactérien mais un stimulus particulaire
(particule toxique, allergéne) ou endogene (réaction auto-immune) on parle d’inflammation
stérile.

Deux grands types d’inflammations sont définis en fonction de leur duree :

Inflammation aigué : il s’agit de la réponse immédiate a un agent agresseur. Elle se

met en place trés rapidement et est de courte durée, de quelques jours a quelques semaines.
Elle est principalement caractérisée par un important infiltrat de cellules inflammatoires au
niveau du site 1ésionnel. Le plus souvent, I’inflammation aigu€ se résout de fagcon spontanée

et ne laisse que tres peu de séquelles tissulaires.

Inflammation chronigue : il s’agit d’une inflammation qui persiste, évolue, et parfois

s’aggrave, pendant plusieurs mois ou plusieurs années.

3.1.2. Déroulement normal de I’inflammation

La réaction inflammatoire normale est un processus dynamique faisant intervenir différents
types cellulaires, les vaisseaux, la matrice extracellulaire ainsi que de nombreux médiateurs
moléculaires, qui vont soit entretenir soit diminuer la réaction. Quels que soient le siége et la
nature de ’agression qui en est a ’origine, le déroulement d'une réaction inflammatoire
présente des caracteres morphologiques généraux et des mécanismes communs. Trois phases
inflammatoires sont définies chronologiquement suite a la pénétrance d’un pathogene au sein

de I’organisme (voir figure 15).
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Figure 15 : Chronologie des phases inflammatoires (D’aprés Immunobiology, Charles A
Janeway et al, 7°™ édition, 2011)

Le but de I’inflammation est de diriger les molécules sériques et les cellules du systeme
immunitaire vers le site de la lésion tissulaire. La réaction peut se décomposer en trois
éléments : la vasodilatation pour permettre 1’augmentation du flux sanguin, I’augmentation
de la perméabilité des capillaires sanguins de la zone infectée afin de permettre 1’infiltration
cellulaire et I’exsudat moléculaire et enfin la migration des cellules immunitaires depuis le
flux sanguin vers le tissu l1ésé.

Bien que présentant toujours des caractéristiques générales, les différentes étapes de la
réaction inflammatoire vont cependant s’adapter a la nature de l'agent pathogene, a I'organe
ou elle se déroule ainsi qu’au terrain physiologique de I'hote. Ce sont tous ces €léments qui
vont conditionner l'intensité et la durée de la réaction inflammatoire ainsi que l'aspect
lésionnel résiduel. La figure 16 schématise le déroulement du processus inflammatoire ainsi

que les issues possibles suite au déclenchement d’un tel processus.
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Stimulus inflammatoire

v
Activation des cellules immunitaires sentinelles (Mastocytes,
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Figure 16 : Déroulement de I’inflammation. Le stimulus inflammatoire, qu’il soit endogéne
ou exogene, active les cellules immunitaires et vasculaires qui vont libérer divers médiateurs
inflammatoires. Ces médiateurs vont induire une réponse vasculaire locale (augmentation du
flux sanguin, dilatation et augmentation de la perméabilité capillaire) qui va aboutir a une
exsudation de plasma et de protéines plasmatiques dans les tissus environnants La réponse
cellulaire qui se met en place par la suite est initiée par le recrutement des neutrophiles suite a
leur diapédese hors des vaisseaux sanguins. Les neutrophiles ainsi recrutés vont détruire la
cause de I’inflammation par phagocytose. Quatre issues existent pour I’inflammation. Si la
résolution et la cicatrisation aboutissent a un retour a des conditions physiologiques, la
formation d’un abcés en cas d’infection ainsi que I’évolution vers une inflammation
chronique maintiennent 1’organisme en conditions pathologiques.

3.2. Les médiateurs de I’inflammation

3.2.1. Les cellules impliquées dans I’inflammation

D’une facon générale, on distingue deux grandes familles de cellules immunitaires
intervenant de facon complémentaire dans les réponses inflammatoires :
L’immunité innée, également dite « non-spécifique », qui comprend notamment les

barrieres naturelles entre 1’organisme et le milieu extérieur comme la peau et les muqueuses.
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Ce systeme de défense induit une réponse cellulaire rapide dirigée contre des antigenes
communs a un large spectre de pathogenes. Cette réaction va faire intervenir les cellules
épithéliales et vasculaires afin de permettre la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires,
mais également les cellules immunitaires spécialisées dans la phagocytose (neutrophiles,
macrophages, cellules dendritiques) afin d’éliminer les bactéries ainsi que les cellules
infectées. La réponse innée repose principalement sur 1’activation de récepteurs reconnaissant
des motifs moléculaires : les PRR (Pattern Recognition Receptor). Parmi les motifs reconnus
par ces récepteurs, on trouve des constituants de pathogenes tels que les bactéries et les virus
qui sont regroupés sous le terme de PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern). En
dehors des PAMP, certaines protéines libérées lors de dommages cellulaires, appelées
Alarmines ou DAMP, sont egalement reconnues par certains PRR. Des protéines telles que
les Heat Shock Proteins (HSP) ou encore un grand nombre de protéines associées a 1’ADN
font partie des DAMP (Schaue et al. 2010). Les PRR les plus connus sont les TLR qui
reconnaissent spécifiguement certains motifs présents a la surface de diverses familles de
pathogenes telles que les bactéries, les virus ou encore les parasites. Les TLR jouent un role
déterminant dans la réponse inflammatoire innée et sont exprimés par de nombreuses cellules
intestinales dont les cellules épithéliales, les cellules immunitaires résidentes et les cellules
endothéliales. Alors que la réponse cellulaire innée est rapide et n’entraine pas de réponse
mémoire, la réponse spécifique est plus longue a se mettre en place lors du premier contact
avec le pathogene.

L’immunité adaptative fait intervenir une réponse cellulaire spécifique pour un
antigene donné. On y distingue la réponse humorale, assurée par les lymphocytes B, qui vise a
bloquer I’action des pathogénes et a faciliter leur élimination par le biais d’anticorps
spécifiques, et la réponse cytotoxique, assurée par les lymphocytes T, qui vise a éliminer les
cellules infectées (porteuses de 1’antigéne du pathogene) et a faciliter leur destruction. La
réponse immune adaptative nécessite la présentation aux lymphocytes B et T d’antigenes
dérivés de 1’agent pathogeéne par des cellules spécialisées, dites cellules présentatrices
d’antigénes (CPA), parmi lesquelles les cellules dendritiques et les macrophages. La
reconnaissance de 1’antigéne pathogénique permet de sélectionner les cellules
immunocompétentes et induit de leur prolifération clonale, i.e. leur multiplication a
I’identique, afin de permettre une lutte efficace contre le pathogene reconnu. Cette
reconnaissance spécifique permet d’offrir une réponse adaptée a un pathogéne précis ne

pouvant étre contenu par la seule réponse innée. La réponse immune adaptative permet
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également de générer des cellules mémoires spécifiques du pathogéne qui, grace a leur durée
de vie longue, permettront la mise en place d’une réponse plus rapide lors d’un second contact
avec lui. Les deux mecanismes de défense sont complémentaires.

Toutes les cellules du systeme immunitaire vont pouvoir étre amenées a prendre part a la
réaction inflammatoire. Les cellules de I'immunité innée constituent ainsi les premiéres
défenses contre I’invasion pathogénique, et vont de ce fait intervenir précocement dans le
processus inflammatoire. Les cellules de I’immunité adaptative vont quant a elles intervenir
de facon plus tardive suite a leur recrutement par les molécules sécrétées par le tissu 1ésé et
par les cellules de I'immunité innée. Le tableau 5 reprend les fonctions et les sécrétions

cytokiniques de chaque cellule immunitaire au cours du processus inflammatoire.

Cellules de ’'immunité innée

IL-1B, IL-1RA, TNF-a, IL-
8, MIP-1a et B, MIP-2,
Leucotriene B4,
Prostaglandine E2

Phagocytose et destruction des
pathogénes (bactériens et viraux)
Recrutement des cellules immunitaires

Polynucléaires
neutrophiles

Phagocytose des pathogénes
Présentation antigénique aux cellules de
I’immunité adaptative
Elimination des corps apoptotiques
Recrutement des cellules immunitaires
Destruction des cellules anormales IFNy, TNF-a, GM-CSF,
Recrutement des cellules immunitaires MIP-1a, RANTES, IL-10

Monocytes /
Macrophages

TNF-a, IL-1p, IFNo. et B,
IL-6, IL-10

Natural Killer

Cellules de ’immunité adaptative

Neutralisation des agents pathogénes

Lvmphocvtes B Présentation antigénique NFo I?Ir\llticcl)lrﬁiz L
ymphocy Elimination des corps apoptotique par ’ v : ’
icati IL-6, IL-10
opsonisation
Lymphocytes T - , . [ IL-2, TFNy, IL-12, IL-4, IL-
auxiliaires (CD4) Coordination de la réponse immunitaire 5 1L-13, IL-17. 1L-10
Lé/mtgtf(l)c))gyhe;sT Elimination des cellules infectées par Perforine, Granzyme
Y (CD8(; lyse enzymatique IFN-y, TNF-a

Tableau 5 : Cellules immunitaires et leur role dans le processus inflammatoire

La mise en ceuvre de la réponse innée permet d’apporter une réponse inflammatoire rapide
tout en favorisant la mise en place d’une réponse spécifique plus tardive médiée par les

lymphocytes T, éléments clés de la réponse immune adaptative.
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On distingue 2 grands groupes de lymphocytes T :

- Les lymphocytes T CD4, dits auxiliaires ou helpers, qui contribuent au développement
de la réponse immune en activant d’autres types cellulaires (macrophages,
lymphocytes B), principalement via la sécrétion de cytokines.

- Les lymphocytes T CD8, dits cytotoxiques, qui sont capables de provoquer la lyse des

cellules qu’elles reconnaissent via le systéme perforine-granzyme.

Quatre polarisations théoriques des lymphocytes T auxiliaires sont définies et dénommées
Thl (T helper 1), Th2, Th17 et T régulateurs (Treg). Ces polarisations sont acquises par les
lymphocytes naifs, appelés ThO, sous D’influence de cytokines spécifiques. Chaque
polarisation est caractérisée par 1’activation de facteurs de transcription, 1’expression des
récepteurs de certaines chémokines, la production d’une cohorte de cytokines, 1’activation de
cellules partenaires et le développement d’une réponse immunitaire spécifique. Ces
polarisations peuvent coexister dans I’inflammation tissulaire mais s’inhibent généralement
les unes les autres (Zhu et al. 2010).

La polarisation Thl aboutit a la stimulation des macrophages en augmentant leur production
d’IL-12, contribuant ainsi a 1’auto-entretien de cette polarisation. Cette orientation est
particulierement impliquée dans 1’élimination des pathogenes intracellulaires tels que les virus
et certaines bactéries. Les cellules Thl ont également été impliquées dans le développement
des maladies auto-immunes.

La polarisation Th2 va principalement stimuler I’immunité humorale via I’activation des
lymphocytes B, et ainsi permettre de lutter contre certains vers parasites et certaines bactéries.
D’un point de vue pathologique, les cellules orientees Th2 sont impliquées dans le
développement de la réponse allergique.

La polarisation Th17 participe au recrutement des neutrophiles et a 1’activation des cellules
épithéliales. Elle est fortement impliquée dans la lutte contre les bactéries extracellulaires et
contre certains champignons. Tout comme les lymphocytes Thl, les lymphocytes Thl7
participent au développement de pathologies auto-immunes.

Les lymphocytes T régulateurs sont particuliérement importants pour le maintien d’une
immunotolérance. Leur sécrétion de cytokines anti-inflammatoires telles que le TGF-B et I’TL-
10 inhibe le développement et I’activation des lymphocytes de type Thl et Th17.

Les caractéristiques des principales polarisations des lymphocytes T CD4+ sont réunies dans

le tableau suivant.
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Polarisation Thl Th2 Th17 Treg
Caractéristiques
Induite par IL-12 IL-4 TICIB_I-:(;B’ TGFp,
IFNy L.23 IL10
Facteurs de FOXP3+
transcription associés T-bet GATA3 RORt FOXP3-
IL-10
. INF-y IL-4 IL-17
Principales TNF-a IL-5 IL-21 22 TGF- B
Cytokines sécrétées | IL-2,1,6, 12, ’ IL-10
18 IL-6 IL 26
IL-13
Pr|n0|pal_e s,ceIIuIes Macrophages Lymphocytes Neutrophiles TH1/TH17
Activées B

Tableau 6 : Caractéristiques des principales polarisations des lymphocytes T CD4+
(d’apres (Zhu et al. 2010)).

Suite a I’activation de la réponse immunitaire adaptative, I’environnement cytokinique produit
par les lymphocytes T va induire une polarisation différentielle des macrophages. Reflétant la
nomenclature Th1/Th2, la polarisation des macrophages a été divisée en deux sous-types : les
macrophages M1, pro-inflammatoires, induits par les cytokines de type Thl (IFNy et TNF-a)
et les macrophages M2, anti-inflammatoires, induits par les cytokines de type Th2 (IL-4 et
IL-13) (Mantovani et al. 2005; Mantovani et al. 2007).

3.2.2. Les médiateurs chimiques de I’inflammation

De multiples médiateurs chimiques, issus du plasma ou produits par les cellules
inflammatoires, sont impliqués a tous les stades de I’inflammation. Les médiateurs
plasmatiques sont généralement présents dans le plasma sous forme de précurseurs qui
devront étre activés afin d’acquérir leurs propriétés. Les médiateurs d'origine cellulaire sont
quant a eux soit formés lors de la réception d’un stimulus inflammatoire par les cellules

productrices, soit préformés et stockés dans des granules intracellulaires dont le contenu sera
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libéré lors de la réaction inflammatoire. C’est notamment le cas des médiateurs contenus dans

les granules des polynucléaires neutrophiles.

Médiateurs d’origine plasmatique

Trois systemes plasmatiques interdépendants sont connus pour intervenir lors du processus
inflammatoire : le systeme du complément, le systeme des Kkinines et le systeme de la
coagulation.

Le systeme du complément: le complément est un ensemble de protéines

plasmatiques (35 sont connues a I’heure actuelle) se trouvant a ’interface entre I’immunité
innée et 'immunité acquise. Douze de ces molécules sont directement impliquées dans la
lutte contre les pathogeénes, alors que les autres molécules du systeme servent a les réguler
finement afin d’éviter I’apparition de réactions aspécifiques ou auto-immunes. La figure 17
reprend les différentes voies d’activation du complément ainsi que le processus de formation

du complexe d’attaque membranaire, indispensable a la lyse des agents microbiens.
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Figure 17 : Les différentes voies d’activation du complément. La voie classique est activée
par la liaison du C1lg aux complexes antigéne-anticorps alors que la voie alterne est activée
par la liaison du C3b aux motifs membranaires bactériens. La voie des lectines est activée par
la reconnaissance de résidus mannose présents a la surface des micro-organismes par une
lectine spécifique des mannannes (MBL, mannose-binding lectin). Cette liaison permet
d’activer deux sérines protéases (MASP1 et MASP2), qui vont cliver C4 et C2 de la méme
manicre que la voie classique afin de former I'une des C3 convertases. Les trois voies du
complément génerent des C3 et des C5 convertases qui vont cliver ces deux éléments en C3a
et b et en C5a et b, les formes b étant les formes actives de ces molécules. Une fois lié a la
cible bactérienne, le C5b est converti en complexe d’attaque membranaire par 1’ajout de C6,
C7, C8 et de plusieurs C9. L’insertion du complexe d’attaque membranaire au sein de la
membrane bactérienne va aboutir & une désorganisation membranaire, entrainant ainsi la
destruction des pathogenes.
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Le systéme des Kinines : les kinines sont des polypeptides a action vasoactive formés

a partir du kininogéne plasmatique grace a I’intervention d’enzymes, les kallicréines (Voir
Figure 18 : Activation du systéeme des kinines). La kinine la plus connue est la bradykinine.
Les signaux déclenchant la production des kinines sont multiples, et regroupent notamment le
facteur XIl de la coagulation, les protéases libérées par les polynucléaires et les tissus
fibrosés, ou encore I’histamine. L’action des kinines est proche de celle de I’histamine. Elles
vont jouer un role important lors de la phase vasculo-exsudative grace a leurs capacités de
vasodilatation, d’induction de 1’hyperperméabilité capillaire et d’augmentation de I’adhérence
des polynucléaires aux cellules endothéliales. Si leur action est puissante, elle est cependant

trés breve de par leur durée de vie tres courte.

Prékallikréine Prokallikréine

Enzymes protéolytiques

Facteur Xl active &/ Plasmine

Kallikréine plasmatique Kallikréine tissulaire
|n|.nogenel e .au Bradikinine Kallidine Kmmogemlede bas
poids moleculaire \ J poids moléculaire

Vasodilatation
Augmentation de la perméabilité vasculaire
Contraction des muscles lisses
Douleur

A * Transformation

T Activation

Figure 18 : Activation du systeme des kinines.

Le systéeme de la coagulation : les relations existant entre 1’inflammation et le systéme de la

coagulation sont particulierement complexes, notamment & cause de I’implication de la fibrine
dans ces deux processus. La figure 19 présente les interactions existantes entre la voie de la

coagulation et le systeme de la plasmine.
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Voie de la coagulation Systéme de la plasmine
Fibrinoformation Fibrinolyse

Facteur Xl activé Activateur tissulaire du

plasminogene (t-PA)
xl/ T Plasminogéne
Facteur Xl activé Facteurs Xl et Xl activés
\l/ I — Kallikreine

Eactauir [X activé Inhibiteurs des activateurs

tissulaire du plasminogéne . _ = 02-antiplasmine
lFacteur Vil (PAI 1 ,82) Plasmme&\ﬂ'
Facteur X activé . My '
5  a2-macroglobuline
\L Facteur V Urokinase
o —
Prothrombine Thrombine Fibrinolyse
Fibrinoformation //_F-\\A
W o Fibrine Produits de dégradation
Flbrlnogene/f*-\\:l?brme : de la fibrine
,l, Inhibiteurde la
Cicatrisation fibrinolyse activé par la

thrombine (TAFI)
—> Activation 7 Transformation = = = Inhibition

Figure 19 : Interactions entre la voie de la coagulation et le systéeme de la plasmine.

Il est également a noter que différents facteurs spécifiques de la voie de coagulation vont
interagir avec les composants de 1’inflammation. Ainsi, le facteur XII va étre impliqué dans
’activation du systéme des kinines, du complément, de la coagulation et de la fibrinolyse. Les
produits de dégradation de la fibrine ont pour leur part des propriétés vasodilatatrices et
chimiotactiques pour les polynucléaires. Enfin, la thrombine participe a 1’activation des
plaquettes et des cellules endothéliales et est également chimiotactique pour les

polynucléaires et les monocytes-macrophages.
Médiateurs d’origine cellulaire
Les médiateurs inflammatoires d’origine cellulaire sont les plus nombreux. Différentes

familles de molécules se distinguent : les amines, les médiateurs lipidiques, les enzymes et

métabolites des polynucléaires et des macrophages, le monoxyde d’azote et les facteurs de

105



croissance. Le tableau 7 présente les différents membres de ces familles ainsi que leurs réles

dans I’inflammation.

Famille
Participent au déclenchement de la
. Sérotonine réaction inflammatoire. Sont parmi les
Amines . . - - L
Histamine premiers médiateurs libérés lors de la
phase vasculo-exsudative
Métabolites de I’acide Effets variables en fonction du
Mediateurs arachidonique médiateur. Vasoconstriction,
lipidiques Facteur d’agrégation vasodilatation, chimiotactisme.
plaguettaire Certains participent a la douleur.
Enzymes et

métabolites des
polynucléaires et
des macrophages

Monoxyde d’azote

Facteurs de
croissance

Tableau 7 : Médiateurs inflammatoires d’origine cellulaire

Enzymes lisosomales
Radicaux libres dérivés de
I’oxygene

Monoxyde d’azote

PDGF
EGF
FGF

TGFp

Meédiateurs cytokiniques

Microbicidie.

Fort effet pro-inflammatoire lors du
relargage dans le milieu

Vasodilatation

Diminution de 1’agrégation
plaquettaire Régulation du
recrutement leucocytaire Microbicidie

Limité a la phase de régénération.
Prolifération des fibroblastes et des
cellules endothéliales
Régénération épithéliale
Fibrogenese cicatricielle

Les cytokines sont les médiateurs de la communication intercellulaire et sont tres fortement

impliquées dans le déroulement et la régulation des processus inflammatoires. Ce sont des

facteurs peptidiques solubles synthétisés et libérés par différents types cellulaires,

leucocytaires et non-leucocytaires. Leur action est le plus souvent locale, c’est-a-dire a

proximité de leur lieu de synthése, et peut toucher soit les cellules qui les ont produites soit les

cellules voisines. Grace a leur fixation a leurs récepteurs membranaires de haute affinité, les

cytokines sont généralement efficaces a faible concentration. Les cytokines sont extrémement

nombreuses et ne sont pas toutes impliquées dans la réaction inflammatoire. Le tableau 8
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regroupe les cytokines majeures impliquées dans le processus inflammatoire, leur réle dans ce

processus, ainsi que les cellules par lesquelles elles ont majoritairement produites.

Cytokine Réle dans I’inflammation

Cellules productrices

Active les macrophages et les NK. Inhibe la
réplication virale

Interféron vy

Natural Killers,
lymphocytes T activés

Effets systémiques de la phase aigué ;
augmentation de
I'expression des molécules d'adhésion a la
surface des cellules endothéliales ; pro-
thrombotique ; stimulation de la synthése
endothéliale d’1L-1, 8 et 6

Macrophages activés

Effets systémiques de la phase aigué ;
augmentation de
I'expression des molécules d'adhésion a la
surface des cellules endothéliales ; pro-
thrombotique ; stimulation de la synthése
endothéliale d’IL- 8 et 6

Interleukine 1

Macrophages,
monocytes, cellules
dendritiques

: stimule la prolifération, I'activation et la
Interleukine 2

e . Lymph T activé
différenciation lymphocytaire. ympnocytes T actives
stimule la prolifération, I'activation et la
Interleukine 4 différenciation lymphocytaire. Oriente la Lymphocytes T actives

réponse T vers un phénotype Th2

Stimule la sécrétion des protéines de la phase
aigué de l'inflammation au niveau du foie.
Stimule la prolifération et la différenciation
des lymphocytes B.

Interleukine 6

Macrophages et
lymphocytes activés

Recrutement des polynucléaires neutrophiles

Interleukine 8 . . ) .
et stimulation de leur dégranulation

Macrophages, cellules
épithéliales, cellules
endothéliales

Recrutement des monocytes-macrophages et
des cellules dendritiques

Monocytes,
macrophages, cellules
dendritiques

Tableau 8 : Exemples de cytokines impliquées dans la mise en place et déroulement de

I’inflammation.
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Molécules régulatrices de I’inflammation

Certaines moléecules spécifiques ont pour role de contréler les réactions inflammatoires et
d’éviter leur emballement. La molécule la plus connue est une cytokine : I’interleukine 10.
Majoritairement produite par les Lymphocytes T régulateurs et les macrophages de type M2,
I’IL-10 inhibe les réponses immunitaires en diminuant 1’expression des cytokines de type
Thl, inhibe I’expression des molécules de co-stimulation présentes a la surface des
macrophages et peut également bloquer la voie de signalisation NFkB, particulierement
impliquée dans les réponses inflammatoires (pour revue, voir (Sabat et al. 2010)). Des études
menées chez la souris KO pour le gene de ’IL10 ont par ailleurs mis en exergue son
importance dans le contréle de I'immunité intestinale (Berg et al. 1996). De méme, le
traitement des patients souffrant de la maladie de Crohn par des bactéries exprimant une IL-
10 recombinante montre de bons résultats, démontrant 1’importance de cette cytokine dans la

régulation des réponses inflammatoires (Braat et al. 2006).

Les glucocorticoides forment une autre famille de molécules anti-inflammatoires bien connue.
Les glucocorticoides naturels (majoritairement le cortisol chez I’homme et la corticostérone
chez le rongeur), dérivés du cholestérol, sont sécrétés par 1’organisme a faible dose et suivant
le rythme circadien. Ils interviennent majoritairement dans le métabolisme protidique et
lipidique mais sont également de puissants régulateurs de I’immunité (Coutinho et al. 2011).
Les glucocorticoides de synthese sont quant a eux utilisés depuis de nombreuses années en
clinique pour leurs propriétés anti-inflammatoires et immunosuppressives, exacerbées par
rapport aux molécules naturelles. Les glucocorticoides font partie de la famille des hormones.
C’est pourquoi leur passage a travers la membrane cellulaire vers leur récepteur intra-
cytoplasmique se fait librement. Une fois formé, le complexe glucocorticoide-récepteur est
transloqué dans le noyau cellulaire ou sa fixation aux différents motifs de régulation de la
transcription va permettre de moduler I’expression de nombreux génes (Coutinho et al. 2011).
Les différents modes d’action des glucocorticoides sont résumés par les figures 20 et 21 ci-
apres.

Bien que la production de cortisol soit majoritairement assurée par les glandes surrénales, une
production extra-surrénalienne a pu étre mise en évidence, notamment au sein de la mugueuse
intestinale (Cima et al. 2004) (Taves et al. 2011). Les glucocorticoides sont donc des

régulateurs de I’immunité a la fois au niveau systémique et local. Une augmentation de la
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production des glucocorticoides naturels a d’ailleurs pu étre observée dans plusieurs
pathologies inflammatoires, notamment lors de 1’é¢tude des colites chimio-induites par le DSS

(Dextran Sulfate Sodium) et le TNBS (TriNitrobenzéne Sulfonic Acid) (Ergang et al. 2011).

Membrane
plasmique

Membrane
nucléaire

Activation transcriptionnelle Inhibition transcriptionnelle

®

N NF«B, AP1,
NFAT, STAT5

IL-10
Annexine Al *
IxB

IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, VEGF,
COX-2, Prostaglandines, TNF, IFNy

Figure 20: Effets génomiques des Glucocorticoides. Suite a leur passage dans le
cytoplasme, les glucocorticoides (GC) vont se fixer a leur récepteur. Cette fixation provoque
la dissociation du récepteur aux glucocorticoides (GR) d’avec ses protéines chaperonnes, ce
qui permet la libération du complexe glucocorticoide-récepteur aux glucocorticoides (GC-
GR) et sa translocation dans le noyau cellulaire. Suite a cette translocation, le complexe GC-
GR va pouvoir soit activer la transcription de molécules anti-inflammatoires via sa fixation
sur un GRE (Glucocorticoids Responsive Element), soit inactiver la production des molécules
inflammatoires. Cette inactivation se fait de deux facons: (a) par compétition avec les
facteurs de transcriptions (FT) pour la fixation au GRE et (b) par inhibition directe des FT.
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I- Interactions avec la II- Roéle de la libération des
membrane plasmique protéines chaperonnes

oo « Oufhe

Membrane m

plasmique

Diminution de la circulation
du Ca?*et du Na?*
Modification du squelette
d’actine

Inhibition des voies
de signalisation
MAPK, PLA2

III- Effets des GR liés a l]a membrane

Activation du TCR ‘ Inhibition du TCR par les
glucocorticoides
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Signalisation du TCR

Pas de signalisation TCR

Figure 21 : Effets non génomiques des Glucocorticoides. Les effets non génomiques sont a
I’origine de 1’action rapide des glucocorticoides (GC) et sont indépendant de la translocation
nucléaire du complexe glucocorticoide-récepteur aux glucocorticoides (GC-GR). lls passent
par 3 voies : des interactions directes avec la membrane cellulaire, des effets liés a la
libération des protéines chaperonnes lors de la formation du complexe GC-GR et une
inhibition de la voie de signalisation du TCR via I’appartenance du GR au macro-complexe
du TCR.
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Tous les mécanismes mis en jeu lors de la réaction inflammatoire ont pour but de permettre
un retour a une situation physiologique normale. Ce retour a la normale passe a la fois par
I’élimination de la cause de I’inflammation et par la réparation des tissus 1ésés. Cependant,
une fois le pathogéne ou le corps étranger éliminé, et lorsque le processus de réparation est
complété, I’inflammation doit se résorber sous peine d’évoluer en une inflammation non plus
aigué et bénéfique mais chronique et délétere. C’est pourquoi des mécanismes de régulation
de I’'inflammation ont été mis en place par 1’organisme afin de controler 1I’inflammation et de

permettre sa résorption en temps et en heure.

3.3. Résolution des réponses inflammatoires

L'inflammation est un processus bénéfique et nécessaire. Elle permet en effet d’éliminer les
pathogenes attaquants 1’organisme et est indispensable a la réparation des Iésions tissulaires.
Cependant, ce processus bénéfique peut parfois devenir néfaste lorsque le pathogéne impliqué
est trop agressif, lorsque le site inflammatoire est situé dans une zone normalement protégée
(ceil, cerveau) ou encore lorsque la régulation du processus inflammatoire est insuffisante. En
outre, une part importante des 1ésions devant étre réparées a la suite d’une agression ne sont
pas dues a l’agent agresseur mais sont en fait des effets secondaires de la réaction
inflammatoire, qui devront étre réparés au méme titre que les dommages causes par

I’agresseur.

3.3.1. Résolution physiologique

Le retour a I’homéostasie tissulaire nécessite qu’un certain nombre de conditions soit
remplies, qui regroupent notamment :

- La destruction de la cause de 1’inflammation ;

- La neutralisation ou la destruction des médiateurs chimiques de I’inflammation ;

- Le retour d’un flux sanguin et d’une perméabilité vasculaire normaux ;

- Un arrét de I’infiltration leucocytaire ;

- L’apoptose des neutrophiles et leur élimination par les macrophages par

phagocytose ;
- L’élimination de ’exsudat et de la fibrine par phagocytose macrophagique, ainsi que

leur drainage par le systeme lymphatique ;
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- Larégénération des tissus.

L’ensemble des processus qui permettent de remplir ces conditions constituent la phase de
résolution de I’inflammation. En effet, si la fin de 1’inflammation a pendant longtemps été
considérée comme étant un phénomeéne passif, il est aujourd’hui évident que ce phénomene
naturel est en réalité un processus actif impliquant des médiateurs spécialisés : les lipoxines,
les résolvines E et D, les protectines et les marésines.

Ces molécules pro-résolutives sont toutes des médiateurs lipidiques dérivées du métabolisme
des acides gras insaturés.

Les lipoxines sont issues du métabolisme de 1’acide arachidonique (oméga 6). En
effet, bien que son métabolisme soit principalement dedié a la production de molécules pro-
inflammatoires impliquées dans 1’initiation et le déroulement de I’inflammation, de récentes
études ont montré que certains métabolites particuliers, les lipoxines, possedent des effets
anti-inflammatoires et sont fortement impliqués dans la phase de résolution de
I’inflammation.

Les résolvines, protectine et marésines sont quant a elles dérivées du métabolisme
des acides gras omégas 3. L’acide eicosapentaénoique et 1’acide docosahexaénoique, deux
acides gras polyinsaturés de type oméga 3 libérés des membranes cellulaires par ’action de la
phospholipase A2, vont ainsi étre convertis en résolvines, protectines ou marésines via un

processus enzymatique impliquant les cyclooxygénases et lipooxygénases.

Les différentes molécules pro-résolutives vont jouer un rdle important dans le retour a
I’homéostasie. Elles sont en effet impliquées dans ’arrét de la migration des neutrophiles, le
retour a une perméabilité normale des capillaires sanguins, la stimulation du recrutement des
macrophages et de leur phagocytose des neutrophiles, I’inhibition du TNFa et de
I’interleukine 12, I’élimination des chémokines, le blocage des signaux impliqués dans la
douleur, I’inhibition de la formation de radicaux libres de 1’oxygeéne ou encore celle de la
formation de dépdts fibreux.

Cette implication des molécules pro-résolutives dans le retour a I’homéostasie a été¢ démontré
dans de nombreux modéles précliniques de pathologies telles que la colite, la péritonite, la
néphrite, la dermatite, 1’asthme, les rétinopathies, la gingivite ou encore le choc endotoxinique

(pour revue sur les molécules pro-résolutives, voir (Serhan et al. 2008)).
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3.3.2. Résolution pathologique et inflammation chronique

L’inflammation aigué€ localisée est une part importante de la réponse normale de 1’organisme
afin de se protéger des dommages tissulaires et des invasions microbiennes. Bien que cette
réponse inflammatoire ait pour but de préserver I’organisme, son développement anormal,
notamment en cas de défaut ou d’absence du processus résolutif, peut aboutir & un grand
nombre de désordres inflammatoires aigus et chroniques. A un certain stade du
développement de 1’inflammation, le processus doit donc étre inhibé et la résolution doit avoir
lieu afin que le retour a ’homéostasie tissulaire puisse s’effectuer correctement. Lorsque la
résolution n’a pas intégralement lieu, ou lorsque les agents pathogeénes parviennent a échapper
aux cellules immunitaires, I’inflammation aigué va persister et évoluer en inflammation
chronique, particuliérement délétére pour 1’organisme.

Si la phase aigué du processus inflammatoire met principalement en jeu des cellules
immunitaires innées telles que les neutrophiles et les macrophages, 1’inflammation chronique
fait intervenir tous les types cellulaires immuns, avec notamment une forte implication des
macrophages et des lymphocytes T. Les cellules normalement responsables de la réparation
tissulaire, et notamment les fibroblastes et les cellules mésenchymateuses, sont elles aussi
fortement impliquées dans les processus d’inflammation chronique.

La définition du caractére chronique d’une inflammation n’est pas évidente. En général, on
considere qu'une inflammation est de type chronique lorsqu’elle perdure pendant plus de six
semaines. L’évolution d’une inflammation aigu€ vers un processus de type chronique est
extrémement fréquente suite a une exposition aux radiations ionisantes. Cette inflammation
chronique est d’ailleurs reconnue comme étant responsable de nombreux effets secondaires
tardifs de I’irradiation, tels que la fibrose radio-induite.

Les mécanismes physiologiques associés a I’inflammation chronique sont différents de ceux
de I’inflammation aigu€. En effet, les différents compartiments touchés par 1’inflammation
aigu€¢ vont étre modifiés de fagon plus profonde et plus durable au cours de I’inflammation
chronique. Par exemple, les modifications de la perméabilité vasculaire observees
transitoirement au cours de la phase inflammatoire aigué vont étre associees a des altérations
durables de la structure des vaisseaux au cours de la phase chronique (hypertrophie des
cellules endothéliales et des fibres musculaires lisses, infiltration leucocytaire durable de la

paroi vasculaire, néo-angiogenése,...).
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Le processus de réparation va étre particuliecrement impacté par I’inflammation chronique. En
effet, si ’inflammation aigué¢ normalement résolue s’achéve par une réparation totale des
tissus 1ésés, I’inflammation chronique va elle-méme étre a 1’origine de 1ésions tissulaires
pouvant étre importantes. En effet, lors d’une inflammation chronique, le tissu conjonctif se
trouvant au niveau du site inflammatoire va subir un remodelage précoce qui va aboutir a sa
destruction locale et a son remplacement par un tissu riche en collagene, dit tissu fibro-
inflammatoire. Cette destruction tissulaire est suivie d’une phase de réparation au cours de
laquelle les fibroblastes et les cellules endothéliales vont produire un tissu cicatriciel de
remplacement. Cette réparation est cependant est trés différente de celle observée a la fin de la
phase aigué et donnera naissance a un tissu fibreux ne possédant presque aucune des
caractéristiques structurales et fonctionnelles du tissu initialement détruit. Ces atteintes
tissulaires réparées a 1’aide de tissu fibreux sont I’un des évenements marquant le début d’un
processus tres néfaste pour le tissu atteint et particulierement mis en cause dans les Iésions
radio-induites tardives : la fibrose.

La fibrose est définie comme étant la formation excessive d’un tissu conjonctif fibreux lors
d’un processus de réparation. C’est un mécanisme de cicatrisation pathologique qui se
caractérise par un depdt excessif de fibres issues de la matrice extracellulaire dans un tissu ou
un organe, aboutissant a une destruction de la structure tissulaire. La fibrose découle d’une
rupture de 1’équilibre de la matrice extracellulaire, avec une augmentation de la synthese et du
dépot des fibres de collagene associée a une diminution de leur dégradation. Bien que les
mécanismes physiopathologiques de la fibrogenese soient encore imparfaitement connus,
plusieurs facteurs solubles, notamment d’origine immunologique, ont pu étre impliqués :

Le TGFB : il est sécrété sous une forme inactive qui est stockée a la surface des
cellules ou au sein de la matrice extracellulaire. Une fois active, il va stimuler la synthése de
I’ensemble des constituants de la matrice extracellulaire via la stimulation de la prolifération
et de la différenciation des fibroblastes et des myofibroblastes ainsi que par 1’activation de la
transcription des génes des protéines de la matrice extracellulaire. En outre, le TGFp va
diminuer la dégradation de la matrice extracellulaire en inhibant la sécrétion des collagéenases
et en augmentant celle des inhibiteurs tissulaires des métalloproteéinases, enzymes
responsables de la dégradation du collagene. Le TGFp est donc un facteur favorisant le dépot
des fibres de collagene constituant la matrice extracellulaire.

Les facteurs de croissance (EGF, PDGF, FGF) : ils vont stimuler la prolifération des

fibroblastes et celle des cellules musculaires lisses, ainsi que leur migration vers les sites
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1ésés. L’augmentation du nombre de fibroblastes, producteurs de matrice extracellulaire, va
ainsi augmenter la production et le dép6t de collagéne au niveau du site Iésionnel.

Les cytokines pro-inflammatoires : I’IL-1 et le TNFa stimulent la prolifération des

fibroblastes ainsi que la synthese des constituants de la matrice extracellulaire. A 1’opposé,
I’interféron y (IFNYy) a une action anti-fibrosante.

Le développement d’une fibrose peut donner naissance a une condition pathologique pouvant
mettre en péril la survie des patients atteints. En effet, dans les cas de fibrose hépatique
I’évolution la plus courante est la cirrhose, pathologie grave donnant naissance a des
insuffisances hépatiques, mortelles dans 85% des cas, et débouchant fréquemment sur un

cancer hépatique.

3.4. Immunité intestinale physiologique et pathologique

3.4.1. Le systeme immunitaire intestinal

Le systeme immunitaire est constitué par un ensemble coordonné de mécanismes permettant a
I’organisme de se défendre contre tout ce qui lui est étranger en discriminant « le soi » du
« Nnon soi ».

Le tube digestif représente un organe immunitaire a part entiere. La présence d’organes
lymphoides secondaires, tels que les ganglions mésentériques, les plaques de Peyer (trés
nombreuses dans D’intestin gréle) et les follicules lymphoides, ainsi que la présence de
nombreuses cellules immunocompétentes résidentes (leucocytes intra-épithéliaux,
lymphocytes B et T, macrophages, éosinophiles, mastocytes) en font en effet le plus grand
organe immunitaire de 1’organisme. Le tissu lymphoide associé¢ a I’intestin (GALT : Gut
Associated Lymphoid Tissu) assure la protection de I’organisme vis-a-vis des agents
pathogénes et modere les réactions immunes qui pourraient étre mises en place au contact
d’antigénes non pathogénes tels que les bactéries composant la flore bactérienne commensale.
Le GALT joue également un réle dans certains processus aspécifiques de protection contre les
pathogénes tels que le renouvellement de 1’épithélium, la régulation de 1’acidité gastrique, la
modulation du péristaltisme intestinal, le controle de la microflore intestinale ou encore de la
couche protectrice de mucus.

Dans I’intestin, la présence d’une flore bactérienne commensale et symbiotique importante

ainsi que des antigénes, bactéries et toxines exogeénes apportés par I’alimentation nécessitent
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une vigilance permanente du systéme immunitaire. L’intestin contient en effet une quantité
importante de bactéries commensales et symbiotiques, dont la quantité totale est estimee a
10" cellules, soit 10 fois le nombre de cellules somatiques de 1’organisme. Ces bactéries
symbiotiques bénéficient d’un environnement stable et d’un apport constant de nutriments au
sein du tube digestif. En retour, I’organisme bénéficie d’une aide a la digestion de certains
aliments, notamment les végétaux. Les bactéries symbiotiques permettent également la mise
en place des systemes de défense immuns dans les premiers mois de la vie, et régulent le
développement de certaines pathologies métaboliques telles que le diabéte, 1’obésité ou les
maladies cardiovasculaires (Leser et al. 2009). Cette importante population bactérienne et la
constante stimulation du systeme immunitaire intestinal par ces derniéres nécessitent un
controle strict de la part de 1’hote afin d’éviter le développement d’une inflammation
chronique délétére. Le cbOlon, qui est la portion intestinale la plus riche en organismes
symbiotes, est d’ailleurs un organe fortement a risque et est touché par différentes pathologies
inflammatoires chroniques telles que la rectocolite hémorragique et la maladie de Crohn.

Etant donné 1’énorme surface de la muqueuse (200rn2 chez I’Homme) et la richesse de la flore
intestinale, il est admis que I’interaction entre les bactéries luminales et les cellules
inflammatoires résidentes de la lamina propria est inévitable a 1’état physiologique. En cas de
franchissement de la barriére épithéliale par des bactéries luminales, le systeme immunitaire
est capable de produire une réponse proportionnée. La réponse immune intestinale repose sur
la coopération entre différents types cellulaires parmi lesquels les macrophages, les cellules
dendritiques, les lymphocytes T et B, les NK, les neutrophiles et les mastocytes. Ces cellules
se trouvent dans les différents compartiments de la muqueuse, en particulier au sein de la
lamina propria, et sont regroupées au sein des plagues de Peyer. Les plaques de Peyer sont
des « nodules » composés d’agrégats lymphoides et sont recouvertes d’une couche de cellules
épithéliales particuliéres, les cellules M, qui facilitent 1’échantillonnage de la flore bactérienne
par le systéme immunitaire de 1’hote. Les cellules dendritiques de la lamina propria et celles
des plaques de Peyer jouent un role déterminant dans la régulation de I’immunité muqueuse.
Elles sont en effet capables de prélever des bactéries présentes dans le mucus intestinal en
faisant passer des projections cellulaires, les dendrites, a travers 1’épithélium. Les bactéries
ainsi recueillies sont ensuite phagocytées et démantelées en antigénes présentables aux
cellules immunitaires. La présentation des antigenes bactériens va permettre 1’activation des
clones immunocompétents et induire leur différenciation en plasmocytes sécréteurs

d’immunoglobulines de type IgA, dirigées contre ces mémes bactéries. Ces IgA sont ensuite
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transportées par transcytose a travers les cellules épithéliales vers le mucus, ou elles vont
contribuer a bloquer I’interaction entre bactéries et cellules épithéliales et ainsi prévenir le
développement d’une réponse inflammatoire chronique.

Outre les cellules dendritiques, qui jouent elles aussi un réle important dans 1’activation des
lymphocytes T en réponse aux antigénes luminaux, et les lymphocytes résidents, la lamina
propria contient également un grand nombre de macrophages situés a proximité immédiate de
I’épithélium (Lee et al. 1985). Ces macrophages ont pour role de de phagocyter les bactéries
qui auraient réussi a franchir la barriére épithéliale. Alors que dans la majorité des tissus la
phagocytose des bactéries par les macrophages est associée a la sécrétion de cytokines
provoquant une augmentation de I’activation des lymphocytes T et du recrutement des
neutrophiles, les macrophages intestinaux sont maintenu dans un état d’anergie, caractérisé
par une capacité réduite a développer I’'inflammation suite a la phagocytose bactérienne
(Macpherson et al. 2004) (Smythies et al. 2005). Cette anergie des macrophages intestinaux
est essentielle afin de maintenir la tolérance et donc de limiter la réponse inflammatoire
intestinale a la flore bactérienne. En plus de leur rdle normal de cellules phagocytaires, les
macrophages de la lamina propria produisent des facteurs de croissance capables de soutenir
la prolifération des cellules épithéliales, ce qui participe a la restauration de la barriéere
épithéliale en cas de rupture liée a la mort des cellules la constituant. Outre les macrophages,
les mastocytes de la lamina propria sont également capables de phagocyter les bactéries,
d’activer les lymphocytes et de participer au recrutement des neutrophiles. Les cellules NK
sont également impliquées dans I’'immunité muqueuse. Leur activation par 1I’IL-12 sécrétée
par les cellules dendritiques activées permet la production d’importantes quantités d’1L-22,
qui va augmenter la sécrétion de mucus et de défensines tout en stimulant le transit intestinal,
ces trois processus étant directement impliqués dans la défense de I’organisme vis-a-vis des
pathogenes luminaux. Les neutrophiles représentent 60% des leucocytes circulants mais leur
nombre dans les tissus est faible. Les neutrophiles sont parmi les premiéres cellules recrutées
lors d’une inflammation tissulaire. Ils possédent une forte activité antimicrobienne via la
libération de peptides antimicrobiens, d’especes réactives de 1’oxygene et de protéases. Ils
contribuent également au recrutement de monocytes et de cellules dendritiques ainsi qu’a la

différentiation des macrophages (Mumy et al. 2009).
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3.4.2. Pathologies inflammatoires intestinales

Chez I’Homme, différentes pathologies intestinales sont décrites sous le terme général de
Maladies Inflammatoires Chroniques Intestinales (MICI). Les MICI, ou IBD (Inflammatory
Bowel Disease), regroupent principalement deux pathologies : la maladie de Crohn et la
rectocolite hémorragique. En 2007, les MICI touchaient 1,4 millions de personnes aux Etats
Unis et 2,2 millions en Europe (Neuman 2007). Elles sont caractérisées par des phases de
rémission et de rechute qui se manifestent par des symptémes cliniques tels que des pertes de
poids, des diarrhées parfois sanglantes et des douleurs abdominales. La rectocolite
hémorragique et la maladie de Crohn sont toutes les deux des pathologies immunitaires liées a
une rupture de la symbiose existant entre le systeme immunitaire muqueux et la flore
commensale. Cette rupture de la tolérance bactérienne induit le développement d’une
réactivité aberrante du systéme immunitaire a I’encontre des antigénes intra-luminaux ainsi
qu’une dérégulation de 1’activation des effecteurs immunologiques qui sont a I’origine des
Iésions tissulaires observées (Bouma et al. 2003).

La maladie de Crohn touche I’ensemble des segments de I’intestin avec une
alternance possible entre les zones lésées et saines. On observe une inflammation transmurale,
i.e. qui touche toutes les couches intestinales, caractérisée par une hyperplasie lymphoide, des
cedémes sous-muqueux, des ulcérations muqueuses et une fibrose (Neuman 2007). Environ
2/3 des personnes souffrant de la maladie de Crohn développent des complications,
principalement des fibroses conduisant a une occlusion intestinale ainsi qu'un développement
de fistules et d’abces (Lakhan et al. 2010). Du point de vue immunitaire, la maladie de Crohn
est considérée comme étant une pathologie de type Thl impliquant I’axe cytokinique IL-
12/TFNy/TNFa. Les succés des thérapies utilisant des anti-TNF et des anti-1L-12 ont permis
de renforcer cette hypothése d’orientation Th1 (Hanauer et al. 2006) (Mannon et al. 2004).

La rectocolite hémorragique est circonscrite au colon et se caractérise par une
inflammation et une ulcération de la muqueuse. Immunologiquement, la rectocolite est
orientée vers une réponse de type Th2, avec une production accrue de cytokines telle que 1’IL-

4, I’IL-5 et I’IL-13 (Heller et al. 2005).

Malgré la persistance des dogmes Th1/Th2, la découverte de I’'importance de 1’orientation
lymphocytaire vers un profil Th17 est venue perturber la vision des mécanismes sous-jacents

aux IBD. En effet, plusieurs études menées sur des modeles animaux, mais également sur des

118



patients atteints, ont permis de mettre en lumicre une implication importante de 1’orientation
Th17 dans le développement et 1I’évolution de la maladie de Crohn et de la rectocolite
hémorragique (Fujino et al. 2003) (Kullberg et al. 2006). Des études génomiques menees chez
des patients souffrant de maladie de Crohn ou de rectocolite hémorragique ont par ailleurs
montré la présence chez les patients atteints d’un alléle codant pour une forme particuliere
d’une sous-unité du récepteur a I’'IL-23, cytokine indispensable a 1’orientation Th17,
démontrant une fois de plus ’implication de cette polarisation immunologique dans ces deux

pathologies (Duerr et al. 2006).

La nécessité de compréhension des mécanismes impliqués dans D’apparition et le
développement des MICI a conduit les équipes scientifiques a développer des modeles
expérimentaux de lésions intestinales, principalement chez le rongeur. L’inflammation y est
induite par différents composés, des molécules chimiques comme 1’acide acétique, 1’éthanol,
le TNBS ou des polymeéres comme le DSS. Il existe également des modeles inflammatoires
induits par une déficience génétique comme celle de I’'IL-10 (Elson et al. 1995). Ces modeles
permettent d’étudier des processus inflammatoires ayant des origines diverses comme la
rupture de la barriere suite a des lésions épithéliales (DSS), des pathologies de type allergique
(TNBS) et des pathologies ayant pour origine une immunodéficience (souris KO pour I’'IL-
10). L’étude de ces modéles montre que I’inflammation intestinale est régulée par les
communications existant entre le systéme immunitaire, 1’épithélium, la flore bactérienne et
également le systéme nerveux entérique qui régule ces différentes fonctions. Les
inflammations induites par le DSS et le TNBS sont les modéles les plus utilisés pour étudier

la rectocolite hémorragique et la maladie de Crohn (Elson et al. 1995).

3.4.3. Cas particulier de I’inflammation intestinale radio-induite

Réponse inflammatoire radio-induite

La réponse inflammatoire a 1’irradiation débute de fagon directe par 1’activation radio-induite
de genes pro-inflammatoires tels que le TNF-a, le GM-CSF (Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor), COX-2 (Cyclo-Oxygénase de type 2) et ICAM-1 (InterCellular
Adhesion Molecule 1) dans différents types cellulaires et tissus. Parmi les cytokines

inflammatoires induites par 1’irradiation, I'une des mieux caractérisée est le TNF-a.
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L’irradiation provoque in vivo et in vitro dans de nombreux types cellulaires et tissus
I’augmentation de 1’expression de TNF-a et de son récepteur. L’activation de cette voie est
fortement pro-inflammatoire et peut entrainer, en fonction des types cellulaires, des signaux
pro-apoptotiques ou de survie. Il a également été démontré une augmentation de la
perméabilité épithéliale chez I’homme au cours de la radiothérapie contribuant ainsi a
I’exposition des cellules immunes aux bactéries, et donc a I’inflammation (Nejdfors et al.
2000). Cette expression précoce précede la seconde vague inflammatoire provoquée par la
signalisation PRR/PAMP/DAMP activée suite a la rupture de la barriére épithéliale et a la
nécrose cellulaire. La génération d’espéces réactives de 1’oxygene et du nitrate (ERO et ERN)
va également contribuer au développement de I’inflammation. Quantitativement, la
production radio-induite d’ERO et d’ERN est plus faible que celle produite par les cellules
phagocytaires telles que les neutrophiles et les macrophages. Ces espéces réactives entrainent
I’apoptose de certaines cellules et ’activation de I’expression du TNF-a, contribuant ainsi a
I’exacerbation de 1’inflammation.

Les premiéres cellules recrutées au sein de la lésion radique intestinale sont les neutrophiles,
qui vont jouer un réle déterminant en empéchant la translocation bactérienne aprés la rupture
de la barriére épithéliale. lls vont ensuite permettre le recrutement de macrophages extra-
tissulaires, qui vont eux aussi avoir une action antimicrobienne et vont jouer un réle
déterminant dans la détersion des débris cellulaires et la phagocytose des corps apoptotiques,
notamment issus des neutrophiles, deux étapes cruciales pour la résolution de I’inflammation.

Dans le cadre des lésions intestinales radio-induites, le développement de la phase
d’angiogenese et de réparation tissulaire va nécessiter le passage d’un contexte pro-
inflammatoire et pro-oxydant, avec des macrophages de type M1, a un contexte anti-
inflammatoire et antioxydant, avec des macrophages de type M2. Cette modification
phénotypique est permise par 1’exposition des macrophages a des cytokines de types Th2 et
Treg (I'IL-4, I’IL-13, I’IL-10, TNF-B). Les macrophages M2 vont ainsi pouvoir participer a la
cicatrisation en favorisant I’angiogenese et la fibrogenése. Une étude menée dans notre
laboratoire a permis de mettre en évidence 1’induction par ’irradiation fractionnée du colo-
rectum chez le rat d’une réponse inflammatoire aigue de type Th2 qui perdure 6 mois apres
I’irradiation (Gremy et al. 2008). La persistance a long terme du désequilibre immunitaire
Th1/Th2 pourrait étre impliquée dans la chronicité des Iésions radiques, et en particulier dans

le développement de la fibrose tissulaire.
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3.4.4. Fibrose intestinale radio-induite : réle du processus inflammatoire

La cicatrisation radique

L’un des effets secondaires tardifs les plus fréquents lors des radiothérapies abdomino-
pelviennes est la fibrose. En effet, I’irradiation répétée de tissus en cours de cicatrisation et de
remodelage semble favoriser 1’apparition d’une forme pathologique de réparation tissulaire.
Dans ce cadre, la fibrose tardive est généralement associée a une perte de souplesse tissulaire,
a un fonctionnement anormal ainsi qu’a un rétrécissement des organes touchés pouvant aller
jusqu’a créer une obstruction intestinale nécessitant une intervention chirurgicale en urgence.
D’un point de vue histopathologique, les organes atteints de fibrose radio-induite montrent un
tissu normal atrophié, en partie remplacé par des cellules stromales, et présentant un dép6t
tres excessif de collagene.

Le lien existant entre 1’inflammation et le processus fibrotique est connu depuis de
nombreuses années. Moduler I’inflammation radio-induite de facon efficace pourrait de ce fait
permettre d’inhiber les effets néfastes de cette inflammation, et par la méme peut étre
permettre de diminuer les autres effets secondaires dus a 1’exposition aux rayonnements
ionisants.

Lorsqu’elle se déroule de fagon physiologique, la cicatrisation comprend une phase
inflammatoire caractérisée par 1’activation des plaquettes, la production de cytokines et de
chémokines, la prolifération des cellules inflammatoires puis la formation d’un tissu de
granulation ainsi qu’une angiogenése active. Le tissu de granulation est ensuite
progressivement remplacé par un tissu cicatriciel dans les semaines et les mois suivant la fin
du processus inflammatoire.

Dans le cas d’une cicatrisation post-radique, la cicatrisation va devenir un phénomeéne
chronique, notamment a cause du maintien de D’activation du systéme de coagulation
plusieurs semaines apres 1’irradiation. On observe également une mort cellulaire a long terme
due aux lésions de I’ADN ainsi que le développement de Iésions vasculaires avec 1’apparition
d’une hypoxie et la présence d’un stress oxydatif. Tous ces signaux contribuent a maintenir la
production de cytokines qui vont stimuler la synthese de matrice extracellulaire et ainsi
contribuer au développement de la fibrose radique, responsable d’une grande partie des effets

secondaires observés chez les patients. La figure 22 met en parallele le processus normal de la
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cicatrisation avec le développement de la fibrose radio-induite, assimilable & une cicatrisation

pathologique.

Cicatrisation normale

Phase Inflammatoire

Cicatrisation radique

e

Activation |
plaquettaire Phase proliférative
_’Q Phase de remodelage matriciel

Migration cellulaire,
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| I | | | 5
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e —
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[ Mort mitotique cellulaire ]

Figure 22 : Phases d’une cicatrisation normale et du développement d’une fibrose radio-
induite (d’aprés (Bentzen 2006))
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Role des fibroblastes et du TGF- dans la fibrose radique

Les fibroblastes sont le principal constituant cellulaire du mésenchyme et participent de fagon
active a la production et a ’accumulation de la matrice extracellulaire. Dans un tissu mature,
les fibroblastes sont quiescents et sont appelés fibrocytes. Lors du remodelage matriciel qui
caractérise la cicatrisation consécutive a des dommages tissulaires, ces fibrocytes operent une
évolution phénotypique en exprimant 1’a-SMA et deviennent des myofibroblastes (Gabbiani
1994). L’un des principaux facteurs induisant la différenciation myofibroblastique est le TNF-
B1. Cette cytokine est présente dans la MEC sous une forme latente qui peut étre directement
activée par les rayonnements ionisants, contribuant a I’activation myofibroblastique (Bentzen
2006). Le phénotype myofibroblastique se caractérise par la sécrétion de protéines
matricielles telles que les collagenes, la fibronectine, les protéoglycanes et les glycoprotéines
de structure. Les myofibroblastes sécrétent également des métalloprotéinases matricielles
(collagénase, estérase, etc.), impliquées dans la dégradation et le renouvellement de la MEC
(Ravanti et al. 2000). La capacité des myofibroblastes a synthétiser a la fois les principaux
constituants de la MEC et les protéases capables d’assurer sa dégradation fait de ce type
cellulaire un acteur central du remodelage et de la cicatrisation tissulaire.

Les myofibroblastes, via la sécrétion de facteurs de croissance comme le TGF-B, le PDGF,
I’EGF et le KGF, de cytokines comme I’IL-1pB, I’'IFNy et I’IL-6 et de prostaglandines comme
le PGE2 (prostaglandine E2), sont capables d’influencer le phénotype des cellules
musculaires et des cellules épithéliales et ainsi d’orchestrer une réponse pluricellulaire
(Martin et al. 2000). Les myofibroblastes sont responsables de la contraction des plaies et de
I’accumulation de fibres matricielles comme le collagéne 11l lors de la cicatrisation. Une
cicatrisation physiologique se termine par la génération de signaux inhibiteurs qui entrainent
une inactivation des myofibroblastes et une réduction de 1’inflammation (Desmouliere et al.
1995). Les Iésions radiques sont caractérisées par une persistance de 1’activation des
fibroblastes et de [Dinfiltrat inflammatoire. En plus de D’activation du TGF-§ Ilatent,
I’irradiation provoque une augmentation de son expression dans de nombreux organes tels
que la peau et I’intestin (Langberg et al. 1994; Martin et al. 2000). Cette augmentation est
détectable au niveau génique dans les jours suivant l’irradiation, mais s’estompe durant la
phase chronique des lésions. En revanche, I’immuno-marquage du TGF-f1 révele une
persistance de sa surexpression dans les fibroblastes, les cellules endothéliales, les cellules

musculaires lisses, et ce jusqu’a 26 semaines apres une irradiation localisée de I’intestin gréle
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a 12 ou 21Gy (Hauer-Jensen et al. 1998) (Wang et al. 1999). Le TGF-B1 semble impliqué
dans D’initiation des phénoménes fibreux pendant la phase aigué des lésions radio-induites
ainsi que dans leur maintien durant la phase chronique. L’étude de 1’expression du TGF-$3
durant le développement des Iésions radiques intestinales montre que les trois isoformes TGF-
B1, 2 et 3 sont augmentées pendant la phase aigué des lésions avec une plus grande
importance du TGF-B1. Durant cette phase, I’expression du TGF-f se retrouve principalement
au niveau des cryptes, des cellules musculaires lisses et des cellules inflammatoires. Durant la
phase chronique des 1ésions, seule 1I’expression du TGF-B1 reste élevée, principalement dans
les cellules impliquées dans le développement des Iésions chroniques a savoir les fibroblastes,
les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses (Wang et al. 1998). Le réle des
cellules musculaires lisses dans la progression des lésions radiques est mal déterminé mais
elles sont la principale source de collagéne dans I’entérite radique ou elles passent d’un
phénotype contractile a un phénotype sécrétoire (Haydont et al. 2008). La fibrose vasculaire
est une caractéristique des Iésions vasculaires induites par 1’irradiation. Le role du TGF-f et
de son interaction avec les cellules musculaires lisses vasculaires a été démontré dans le
développement de la fibrose vasculaire associée a differentes pathologies (Ruiz-Ortega et al.
2007).

3.5. Interactions entre les CSM et I’immunité

La modulation des processus immuns par les CSM est I’un de leur mode d’action les plus

étudiés mais aussi les plus complexes.

3.5.1. Interactions entre CSM et immunité innée

La composante innée du systeme immunitaire forme une barriere complexe, rapide et efficace
contre les pathogénes. Tout comme dans le cas des greffes d’organes, cette efficacité de la
barriere immune innée pose un probléme majeur dans le cadre de la thérapie cellulaire. En
effet, toute cellule extérieure a 1’organisme qui y pénétre sera invariablement reconnue puis
détruite par les cellules et les composants de I’immunité innée. Malgré la capacité des CSM a
échapper a cette élimination, elles ne sont tout de méme pas insensibles aux signaux issus de
I’immunité innée, notamment ceux provenant du systéeme du complément. Certaines études

ont en effet montré que les CSM peuvent étre recrutées par les anaphylatoxines C3a et Cba,
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suggérant un recrutement des CSM au niveau des sites inflammatoires plutét que leur
élimination (Schraufstatter et al. 2009). Cette protection des CSM par rapport au systeme
immunitaire inné s’étend également aux cellules NK. Les CSM ont en effet montré leur
capacité a inhiber la prolifération, 1’expression des récepteurs de surface mais aussi les
fonctions effectrices des NK, échappant ainsi a 1’élimination par ces cellules (Aggarwal et al.
2005) (Spaggiari et al. 2006) (Poggi et al. 2005). Cette protection semble cependant ne pas
étre universelle puisque les CSM peuvent étre lysées par les NK dans certaines conditions
particulieres (Spaggiari et al. 2008).

L’interaction des CSM avec la composante innée du systtme immunitaire ne s’arréte pas a
I’évitement de I’action lytique des cellules. Les CSM vont également interagir directement
avec le processus inflammatoire afin de le moduler et de favoriser sa résolution et la
réparation des lésions. Différentes cellules vont de ce fait étre modulées, positivement ou
négativement, par les CSM.

Les monocytes et les macrophages sont 1’'une des premieres lignes de défense lors d’une
infection. Ils possédent des effets lytiques au sein des sites subissant une attaque microbienne
mais sont également capables de produire un large panel de facteurs pro-régénératifs
impliqués dans la réparation des lésions. Plusieurs études ont montré que les monocytes et les
macrophages pourraient étre programmés par leur environnement vers un effet agressif,
localement destructeur mais approprié pour permettre une clairance rapide des cellules mortes
et empécher le développement d’un foyer infectieux au niveau d’une lésion, ou vers une
production de molécules anti-inflammatoires et pro-réparatrices, signe de leur forte
implication dans les processus de résolution de ’inflammation et de réparation tissulaire
(Stout et al. 2009) (Geissmann et al. 2010). Plusieurs études ont montré des résultats allant
dans le sens d’une implication des CSM dans cette orientation des macrophages. Par exemple,
Nemeth et al ont pu démontrer cette interaction in vivo et établir que I’administration de CSM
a des souris atteintes de septicémie permet de favoriser leur survie via une interaction avec les
macrophages pulmonaires, qui sont alors induits a produire de I’IL-10, anti-inflammatoire
(Nemeth et al. 2009).

Les polynucléaires neutrophiles sont les cellules majoritaires de la phase inflammatoire aigué.
Suite a la reconnaissance des motifs bactériens, les neutrophiles phagocytent les pathogénes et
utilisent le contenu de leur granules afin de procéder a leur lyse. Cette lyse bactérienne va
aboutir a la mort des neutrophiles et provoquer le relargage de leur contenu dans le milieu

extracellulaire. Ce relargage de radicaux libres, appelé burst oxydatif, peut étre extrémement
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nocif pour les tissus s’il n’est pas controlé. Les CSM sont capables de limiter ce phénoméne.
En effet, Raffaghello et al ont montré que les CSM limitent le phénomeéne de burst oxydatif
en inhibant I’apoptose des neutrophiles, tout en préservant leurs fonctions phagocytaires et
chémoattractantes (Raffaghello et al. 2008). Cet effet sur les neutrophiles met une fois de plus
en lumicre 1’action « reprogrammante » des CSM, qui semblent capables de moduler la
fonctionnalité¢ des composantes de I’immunité innée afin de préserver leurs effets bénéfiques
tout en inhibant leurs effets destructeurs.
La compréhension des interactions existant entre les CSM et la part innée du systeme
immunitaire reste complexe. En effet, les CSM doivent étre recrutées sur les sites 1ésés afin
d’y contribuer a la réparation des 1€sions ainsi qu’a la résolution de I’'inflammation, mais elles
ne doivent cependant pas interférer avec les processus normaux de lutte contre les pathogenes,
indispensables a la survie de 1’organisme. Depuis quelques années, une nouvelle piste
permettant d’expliquer cette régulation différentielle des réponses immunes est explorée : les
TLR. Les TLR sont une famille de récepteurs membranaires présents sur les cellules
immunitaires et capables de reconnaitre différents motifs bactériens, tels que le LPS
(Lipopolysaccharide) ou la flagelline. La reconnaissance des motifs bactériens va entrainer
I’activation de la cellule porteuse du TLR et ainsi déclencher le processus d’élimination du
pathogéne. Initialement découverts a la surface des cellules immunitaires, de nombreuses
études ont depuis montré que ces récepteurs sont exprimés par de trés nombreuses cellules au
sein de ’organisme, et notamment par les CSM. Cette expression des TLR par les CSM
renforce 1’idée de ’existence d’une interaction entre les CSM et la réponse immunitaire innée
(Pevsner-Fischer et al. 2007) (Liotta et al. 2008) (Tomchuck et al. 2008). Les CSM expriment
un large panel de TLR qui, en fonction de leur activation, vont influencer leur migration, leur
survie, leur différenciation ainsi que leurs capacités immunomodulatrices. Certaines études
ont ainsi montré que les capacités immunomodulatrices des CSM sont diminuées en présence
des ligands des TLR3 et 4 (Liotta et al. 2008) (Romieu-Mourez et al. 2009) mais augmentées
en présence d’IFNy (English et al. 2007). A I’inverse, dans certaines conditions particuliéres,
I’activation des voies des TLR permet de favoriser les effets anti-inflammatoires des CSM
(Tomchuck et al. 2008). Ces effets contradictoires suggérent 1’existence d’un modéle
d’interaction entre les CSM et les TLR présentant deux visages (voir figure 23) :
- En absence de PAMP, les CSM vont étre poussées vers un phénotype leur permettant
de favoriser un processus normal de réparation et de moduler négativement

I’inflammation ;
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- En présence de PAMP, synonymes d’une infection bactérienne, et suite a un fort
signal TLR, les CSM sont orientées vers un phénotype moins immunosuppresseur et

a caractére pro-fibrotique.
Si cette hypothése est confirmée, elle permettra de renforcer 1’idée selon laquelle les CSM
permettraient de traiter de facon efficace les inflammations chroniques de type stérile,
notamment celles liées a des phénomeénes auto-immuns, tout en conservant la réactivité

normale du systeme immunitaire envers les pathogénes potentiellement dangereux.

Inflammation sur un site de lésions tissulaires

Absence de PAMpsl Présence de PAl\"ﬁ\’S
Signal TLR o Signal TLR | _~
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L ~\
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» fibrotique -

Inhibition immunitaire Réponse immune
bénéfique allogénique
Anti-inflammatoire, modulation des Elimination des CSMs allogéniques

CDs, induction de Treg par les NKs et les LT cytotoxiques
Réparation non fibrotique des tissus Réparation tissulaire pro-fibrotique

Figure 23 : Hypothése de I’orientation différentielle des CSM en fonction du contexte
pathologique (d’aprés (English et al. 2011))

Une attention particuliére a été portée aux interactions pouvant exister entre les CSM
et les cellules présentatrices d’antigénes, organisatrices et coordinatrices de la réponse
immunitaire. De ce fait, de nhombreuses études se sont penchées sur les relations existants
entre les CSM et les cellules dendritiques.

Bien qu’étant apparentées aux cellules de I’immunité innée, les cellules dendritiques
présentent les antigenes aux lymphocytes T CD4 et jouent donc un role critique dans
I’immunité adaptative. Les interactions des CSM avec les cellules dendritiques sont multiples.
Tout d’abord, plusieurs équipes ont montré que la co-culture de CSM avec des monocytes
bloque la différenciation de ces derniers en cellules dendritiques (Beyth et al. 2005) (Nauta et

al. 2006). Cet effet est réversible (Beyth et al. 2005) et peut étre reproduit a 1’aide de facteurs
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solubles produit par les CSM (IL-6, PGE2) (Djouad et al. 2007). Tout comme pour les
monocytes et les macrophages, I’effet des CSM sur les cellules dendritiques semble étre
modulé en fonction des besoins immunologiques de 1’organisme. Chen et al ont ainsi
démontré que les CSM inhibent la différenciation des cellules dendritiques conventionnelles
mais favorisent celle des cellules dendritiques de type plasmacytoide, impliquées dans les
réponses antivirales (Chen et al. 2007). Ces résultats, bien que devant étre interprétés avec
précaution, suggerent que ’effet suppresseur des CSM pourrait étre outrepassé en cas de
menace virale nécessitant la protection de I’organisme (Karlsson et al. 2008).

Au sein des épithéliums, le réle majeur des cellules dendritiques est de détecter les menaces
bactériennes et d’initier la réponse immunitaire adaptative lorsqu’un pathogéne est présent.
De nombreuses études ont montré que les CSM interferent avec la maturation des cellules
dendritiques a la fois chez la souris et chez I’lhomme (Zhang et al. 2004) (Djouad et al. 2007)
(English et al. 2008). En présence de CSM, les cellules dendritiques immatures mises en
contact avec des facteurs induisant leur maturation, tels que le LPS ou le TNFa, ne présentent
aucun des marqueurs d’activations normalement exprimés dans ces conditions (CMH de
classe Il, CD40, CD86) (Djouad et al. 2007; English et al. 2008). Les CSM inhibent
¢galement I’activation des lymphocytes T CD4 par les cellules dendritiques (English et al.
2008).

Enfin, comme pour les monocytes et les macrophages, les cellules dendritiques seraient
induites par les CSM a acquerir un phénotype tolérant et a exprimer un profil cytokinique
modifié, avec une diminution de 1’expression de 1I’IL-12 et une augmentation de celle de I’'IL-
10, tout en maintenant actifs les mécanismes nécessaires au maintien de D'intégrité de
I’organisme (Zhang et al. 2004; Aggarwal et al. 2005; Jiang et al. 2005).

La figure 24 résume les interactions ayant été mise en evidence entre les CSM et les cellules

de ’immunité innée.
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Figure 24 : Interactions in vitro entre CSM et cellules de I’immunité innée

3.5.2. Interactions entre CSM et immunité adaptative

Les premiéres indications des capacités immunosuppressives des CSM proviennent d’études
démontrant que les CSM sont capables d’inhiber I’activation et la prolifération des
lymphocytes T in vitro (Bartholomew et al. 2002) (Di Nicola et al. 2002). Cette inhibition de
la prolifération des lymphocytes T a été montrée comme étant due a un arrét du cycle
cellulaire des lymphocytes concernés en phase GO/G1, pendant laquelle ils sont inactifs
(Glennie et al. 2005). La capacité des CSM a moduler les lymphocytes outrepasse en outre la
barriere du CMH puisque les CSM allogéniques inhibent la prolifération des lymphocytes
aussi efficacement que les CSM autologues. Il a cependant été montré que cette capacité des
CSM a inhiber la prolifération et I’activation des lymphocytes T est directement dépendante
du microenvironnement inflammatoire dans lequel se trouvent les CSM et les lymphocytes
(Polchert et al. 2008). Ren et al ont ainsi suggéré que la présence d’IFNy et/ou d’IL-1 seraient
nécessaires a I’activation des capacités inhibitrices des CSM (Ren et al. 2008).

L’orientation des réponses lymphocytaires T CD4 vers un profil de type Thl ou Th2 semble

également modulée par les CSM. Plusieurs études ont en effet montre que les CSM réduisent
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les réponses Thl et favorisent I’expression d’un pattern de cytokines de type Th2 (Batten et
al. 2006) (Li et al. 2007) (Wang et al. 2008) (Lu et al. 2009).

En ce qui concerne la régulation des processus inflammatoires T dependants, différentes
études ont montré que les CSM induisent une réponse cytokinique de type anti-inflammatoire,
ainsi que 1’inhibition des réponses Thl, Th2 et Th17 (Nemeth et al. 2009) (Rafei et al. 2009)
(Ghannam et al. 2010). In vivo, les cellules responsables de la régulation des processus
inflammatoires impliquant des lymphocytes T sont les lymphocytes T régulateurs. Ces
cellules particuliéres, exprimant classiquement les marqueurs membranaires CD4 et CD25""%"
et le facteur de transcription FoxP3, sont capables d’inhiber les autres cellules immunitaires,
notamment via la sécrétion d’IL-10. Les CSM sont capables d’induire la formation de
lymphocytes T régulateurs a partir de lymphocytes T naifs. En effet, lors de leur co-culture
avec des lymphocytes T CD4 naifs, les CSM sont capables d’induire ces derniers a se
différencier en lymphocytes T régulateurs sécréteurs d’IL-10 (Aggarwal et al. 2005) (Selmani
et al. 2008). Les signaux a 1’origine de cette différenciation en lymphocytes T régulateurs sont
multiples. Il semble que le contact entre les CSM et les lymphocytes soit nécessaire, de méme
que la présence de PGE2 et de TGFpB (English et al. 2009). La sécrétion par les CSM d’HLA-
G, d’IL-10 et de LIF (Leukemia Inhibitory Factor) semblent cependant également pouvoir
induire la différenciation en lymphocytes T régulateurs (English et al. 2009) (Selmani et al.
2008).

La regulation des processus inflammatoires par les CSM passe par de multiples voies. Ainsi,
parallelement a I’induction de lymphocytes T régulateurs, les CSM vont également moduler
I’activité des lymphocytes T CD8 cytotoxiques. Des études ont ainsi montré que les CSM
inhibent la cytotoxicité médiée par les lymphocytes cytotoxiques ainsi que leur capacité de
prolifération (Rasmusson et al. 2003). Cependant, les résultats concernant I’inhibition de
I’activité cytolytique restent hétérogénes. En effet, Rasmusson et al ont montré que
I’inhibition de la lyse des cellules par les lymphocytes cytotoxiques au cours d’une réaction
lymphocytaire mixte (MLR) n’est efficace que si les CSM sont présentes des 1’initiation de la
réaction (Rasmusson et al. 2003). De la méme facon, Ramasamy et al ont montré que les
CSM n’inhibent pas la lyse des cellules par les CTL dans le cadre d’essais a court terme
(Ramasamy et al. 2008). Bien que difficilement comparables car realisés dans des conditions
différentes, ces études indiquent que les CSM suppriment plus efficacement la prolifération et
I’induction de la réponse lytique des CTL qu’elles n’inhibent I’activité cytolytique des

lymphocytes déja activés. Ces observations sont par ailleurs cohérentes avec celles de
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Karlsson, qui a observé que les CSM n’interférent pas avec les réponses cytotoxiques a visée
antivirales (Karlsson et al. 2008).

Les derniers composants de la réponse immunitaire adaptative sont les lymphocytes B,
spécialisés dans la production d’anticorps. En ce qui les concerne, les études portant sur les
effets des CSM donnent des résultats hétérogenes. En effet, la co-culture en conditions
stimulantes de CSM avec des lymphocytes B purifiés inhibe I’activation des lymphocytes B,
c’est-a-dire leur prolifération, leur différenciation, leur production d’immunoglobulines et
leurs capacités de chémoattraction (Corcione et al. 2006). A I’inverse, certaines études
montrent un effet stimulant des CSM sur les plasmocytes et les lymphocytes B activés in vitro
(Rasmusson et al. 2007). Ces contradictions montrent une fois de plus les effets différentiels
gue peuvent exercer les CSM, a la fois anti ou pro-inflammatoire en fonction des conditions
physiologiques et pathologiques auxquelles elles sont confrontées.

La figure 25 résume les interactions connues entre les CSM et les cellules de I'immunité

adaptative.
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Figure 25 : Interactions in vitro entre CSM et cellules de I’immunité adaptative

Bien que la plupart de ces études aient été réalisées in vitro, elles mettent en lumiére les
capacités des CSM a interagir avec I’environnement immunitaire de 1’organisme. Leurs

capacités immunomodulatrices sont a 1’heure actuelle reconnues, et ouvrent de larges
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perspectives quant a leur utilisation dans le traitement des pathologies impliquant un

processus inflammatoire, aussi bien auto-immun que d’origine exogéne.

3.6. Mécanismes de régulation des maladies inflammatoires par les CSM

In vitro, les mécanismes par lesquels les CSM modulent la réponse immunitaire ont montré
leur multiplicité. Différentes études ont permis d’étudier leurs modes d’action in vivo et de
démontrer que les mémes voies moléculaires sont également impliquées dans les différentes
pathologies pour le traitement desquelles I’efficacité des CSM a été évaluée. Il faut tout de
méme noter que les mécanismes impliqués dans la régulation des processus inflammatoires
par les CSM semblent étre modele et pathologie dépendants. 1l est de ce fait impossible de

définir un mécanisme unique et général d’immunomodulation par les CSM.

La synthése de molécules possédant des propriétés anti-inflammatoires par les CSM a été
observée in vitro depuis de nombreuses années. Le méme phénomene est également observé
lors de leur utilisation in vivo. Ainsi, dans leur modele de lésions du poumon créées par la
bléomycine, Ortiz et al ont observé que le traitement des animaux par CSM permet de
diminuer 1’inflammation tout en inhibant I’apparition de la fibrose pulmonaire. Ces effets
bénéfiques se font via la sécrétion d’une molécule possédant la capacité de bloquer le signal
pro-inflammatoire di a la sécrétion d’IL-1: I’antagoniste du récepteur a I’'IL-1 (IL1-RA)
(Ortiz et al. 2003; Ortiz et al. 2007).

Une autre molécule anti-inflammatoire semble impliquée dans de nombreux effets bénéfiques
apportés par les CSM : le TSG-6 (Tumor Necrosis Factor-inducible gene 6 protein). En effet,
I’implication de la sécrétion de TSG-6 par les CSM a été montré dans plusieurs modéles
pathologiques tels que I’infarctus du myocarde (Lee et al. 2009), les Iésions cornéennes
(Roddy et al. 2011) ou encore la péritonite (Choi et al. 2011).

Un mécanisme différent a été proposé dans un modéle de septicémie. En effet, Nemeth et al
ont observé une diminution des taux plasmatiques de TNFa et d’IL-6, deux molécules pro-
inflammatoires trés impliquées dans la pathologie de la septicémie, suite a I’injection de CSM
(Nemeth et al. 2009). Cet effet était en outre corrélé a une augmentation du taux plasmatique
d’IL-10, anti-inflammatoire et sécrétée entre autre par les macrophages orientés vers un

phénotype anti-inflammatoire. Dans leur modéle, I’administration aux animaux d’un anticorps
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bloquant I’IL-10, ainsi que 1’élimination de leurs macrophages, permettent d’inhiber 1’effet
bénéfique des CSM. A [D’inverse, I’utilisation de CSM issues de souris KO pour I’'IL-10
permet bien I’obtention des effets bénéfiques des cellules. Il semble donc que dans ce modele
de septicémie, I’IL-10 produite provienne non pas des CSM elles-mémes mais des
macrophages endogénes, qui seraient induits par les CSM vers un phénotype non plus pro
mais anti-inflammatoire. Cette hypothése d’une réorientation macrophagique par les CSM
vers un phénotype anti-inflammatoire est également évoquée dans d’autres études, dans
lesquelles ce changement d’orientation semble di a la sécrétion de PGE2 par les CSM

(Maggini et al. 2010).

Un mécanisme d’action différent a pu étre mis en évidence en utilisant un modele de colite
chimio-induite. Liang et al ont ainsi pu observer une diminution de 1’expression des
interleukines 17, 23 et 6 mais aussi de I’IFNy chez leurs animaux traités par CSM par rapport
a ceux n’ayant pas recu les cellules, mettant ainsi en lumicre une inhibition non plus
uniquement de la réponse de type Thl mais aussi de la réponse de type Th17 par les CSM
(Liang et al. 2011).

Enfin, le mécanisme d’inhibition de I’inflammation par les CSM le plus fréquemment
retrouveé in vivo est I’induction de lymphocytes T régulateurs. Ce mécanisme est tres souvent
observé dans les modeles de colites induites par le DSS ou par le TNBS, et est associé avec
une diminution de I’expression des cytokines pro-inflammatoires de type Thl (Gonzalez-Rey
et al. 2009; Gonzalez et al. 2009). Ce mécanisme de régulation de I’inflammation a par
ailleurs été observé dans de nombreux autres modeles tels que les atteintes pulmonaires dues
au LPS (Sun et al. 2011), la pancréatite aigué (Jung et al. 2011), I’arthrite (Augello et al.
2007) ou encore la greffe d’organe (Xia et al. 2012). Cette induction de lymphocytes T
régulateurs est généralement associée a une inhibition de la sécrétion des molécules pro-
inflammatoires ainsi que, dans certains cas, a ’induction d’un état tolérogéne des cellules
immunitaires. Cependant, dans une étude portant sur le traitement de patients souffrant de
lupus érythémateux par les CSM, I’apparition des lymphocytes T régulateurs n’a pu étre
corrélée avec une amélioration des symptémes (Carrion et al. 2010). Ces résultats laissent
supposer que la limitation de I’inflammation suite a I’induction de lymphocytes T régulateurs

par les CSM n’induit pas forcément une amélioration de la pathologie.
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3.7. Exemples de pathologies inflammatoires traitées par CSM

3.7.1. La polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide est la forme la plus fréquente des diverses formes de rhumatismes
inflammatoires. Elle entraine une inflammation des articulations qui gonflent et se déforment,
provoquant une limitation des mouvements ainsi que des douleurs invalidantes pour le
patient.

Les mécanismes sous-jacents a la polyarthrite rhumatoide sont encore peu compris. On sait
cependant qu’il s’agit d’une maladie auto-immune provoquant la destruction de 1’os et du
cartilage, associée a une production locale de médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNFa
et IL-1B. Une forte implication des lymphocytes T est également soupconnée. En effet, les
lymphocytes CD4 de type Thl, ainsi que les lymphocytes CD8 cytotoxiques, semblent
impliqués dans le développement de la pathologie. Différentes thérapies anti-inflammatoires
sont actuellement utilisées afin de soulager les patients souffrant de polyarthrite rhumatoide.
Cependant, et comme pour la plupart des maladies inflammatoires chroniques, 1’arsenal
thérapeutique mis a la disposition des médecins (anti-inflammatoires stéroidiens et non-
stéroidiens, immunodépresseurs, anti-TNFa, anti-1L-1) est insuffisant pour réellement traiter
la cause de la maladie et permet uniquement de soulager transitoirement les symptomes les
plus handicapants.

Les CSM ont d’ores et déja prouvé leur capacité a régénérer les os et les cartilages défectueux
(Quarto et al. 2001) (Horwitz et al. 2001) (Augello et al. 2007). Les résultats obtenus sur les
modeles animaux de polyarthrite sont cependant mitigés. En effet, si la premiére étude menée
par Djouad et al ne montre aucune amélioration de la pathologie suite a I’injection de CSM
(Djouad et al. 2005), les études menées par la suite ont quant a elles montré des résultats plus
encourageants. Augello et al ont ainsi pu observer que I’injection de CSM permet d’éviter
I’apparition de certaines lésions de 1’os et du cartilage, de méme qu’une inhibition de
’activation des lymphocytes T ainsi qu’une diminution du taux de TNFa plasmatique chez les
souris traitées (Augello et al. 2007).

Chez I’Homme, Zheng et al ont montré que les CSM sont capables d’inhiber in vitro la
prolifération ainsi que 1’activation des lymphocytes T issus de patients atteints de polyarthrite
(Zheng et al. 2008). Cet effet est également observé lorsque les cellules utilisées sont non plus

des CSM indifférenciées mais des chondrocytes différenciés a partir de ces cellules. Les
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CSM, ainsi que les chondrocytes, provoquent en outre une inhibition de la synthése de
molécules pro-inflammatoires (IFNy, TNFa) par les lymphocytes tout en augmentant la

production d’IL-10 par ces mémes cellules.

Gréace aux bons résultats obtenus lors des co-cultures des lymphocytes issus de patients avec
les CSM par Zheng et par Gonzalez-Rey, un essai clinique est a ce jour en cours afin de tester
I’utilisation des CSM dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide chez I’homme (Zheng
et al. 2008) (Gonzalez-Rey et al. 2010).

3.7.2. La sclérose en plaque

Les causes de la sclérose en plaque (SEP) sont multiples. Certaines prédispositions génétiques
ont pu étre mises en évidence grace a des études génomiques a grande échelle, impliquant
notamment certains alleles du CMH de classe Il (HLA-DR et HLA-DQ). Des études
protéomiques ont également permis de démontrer I’implication des immunoglobulines, de
I’IL-6 et de 1’ostéopontine dans la phase inflammatoire aigué de la SEP. Enfin, I’une des
causes les plus récemment établies sont les homologies moléculaires existant entre certains
pathogénes viraux et notre organisme. Dans le cas de la SEP, de nombreux motifs microbiens
présentent de fortes similitudes de structure avec les composants de la gaine de myéline, ce
qui induit 1’apparition d’une réaction auto-immune due au mimétisme moléculaire du
pathogene. Les pathogeénes impliqués sont majoritairement des virus, tels que I’herpésvirus 6,
le papillomavirus ou encore le virus d’Epstein-Barr.

Le déroulement de la SEP a récemment été divisé en deux phases distinctes, avec une
premicre phase dite d’attaque auto-immune et une seconde phase dite neurodégeénérative. La
phase auto-immune est caractérisée par I’infiltration du cerveau par les lymphocytes activés,
qui vont passer a travers la barriere hémato-encéphalique et migrer vers la substance blanche.
Cette invasion inflammatoire s’accompagne d’une destruction de la gaine de myéline des
axones neuronaux ainsi que d’un phénomeéne de remyélinisation des gaines dans le but de
réparer les Iésions. C’est ce second processus qui va donner naissance aux plaques de
myélines caractéristiques des Iésions dues a cette maladie. La phase neurodégénérative se
caractérise quant a elle par des lésions neuro-axonales importantes qui sont a 1’origine des

symptémes de paralysie dont souffrent les patients atteints. Les mécanismes responsables de
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ces deux phases sont complexes et font intervenir des médiateurs aussi bien inflammatoires
que neurologiques (pour revue, voir (Steinman 2001)).

Les traitements actuellement utilises pour traiter la SEP (immunomodulateurs,
immunosuppresseurs, corticoides) permettent de réduire le processus inflammatoire en cas de
crise mais ne permettent pas de d’augmenter la régénération des axones et des neurones
endommagés. Le recours a la thérapie cellulaire est donc apparu comme pouvant étre
salutaire. En effet, les cellules souches vont pouvoir migrer au niveau des sites Iésés au sein
desquels elles pourront alors favoriser la régénération neuronale ainsi que la formation de
nouvelles gaines de myéline gréce a leurs effets trophiques, & la stimulation des cellules
souches résidentes du systeme nerveux central ainsi que via leurs capacités
d’immunomodulation.

Le mod¢le animal classique de la SEP est ’encéphalomyélite auto-immune expérimentale
(EAE). Ce modéle permet de recréer un processus inflammatoire ainsi que des lésions
similaires a ceux observés chez les patients souffrant de SEP. Les premieres études visant a
soigner ’EAE grace a I’injection de CSM ont donné des résultats trés encourageants. En effet,
Zappia et al et Gerdoni et al ont montré que 1’injection intraveineuse de CSM autologues a
des souris atteintes d’EAE permet d’induire une tolérance immune périphérique qui aboutit a
I’inhibition de la réactivité excessive des lymphocytes T et B (Zappia et al. 2005) (Gerdoni et
al. 2007). Cet effet bénéfique a par ailleurs également été observé lors de 1’injection de
cellules xénogéniques humaines aux souris atteintes (Zhang et al. 2005). Suite a ces premiers
résultats, de nombreux autres groupes ont eux aussi démontré des effets bénéfiques de
I’administration de CSM chez les animaux atteints d’EAE, et ce quel que soit le mode
d’administration des CSM (voie intraveineuse, voie intrapéritonéale, injection locale au
niveau des ventricules cérébraux). Bien qu’aucune preuve concréte de la différenciation des
CSM en cellules neurales n’ait pu étre obtenue dans la plupart de ces études, le traitement par
les CSM s’est révélé suffisant pour diminuer la perte axonale ainsi que pour augmenter la
survie des neurones chez les animaux traités (Gerdoni et al. 2007) (Rafei et al. 2009) (Gordon
et al. 2008) (Kassis et al. 2008) (Zhang et al. 2006) (Karussis et al. 2008). Le traitement par
CSM permet en outre d’induire la prolifération des oligodendrocytes et d’augmenter les
processus de remyélinisation (Bai et al. 2009).

Ces études précliniques prometteuses ont permis de réaliser quelques essais cliniques
comprenant un nombre limit¢ de patients. Dans ces ¢études pionnicres, 1’injection

intraveineuse ou intrathécale de CSM a été bien tolérée et les patients ont présenté des signes
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d’amélioration clinique associés a une amélioration des parametres physiques vus par
résonnance magnétique (Mohyeddin Bonab et al. 2007) (Liang et al. 2009) (Karussis et al.
2010) (Yamout et al. 2010). Ces résultats encourageants ont ouvert la voie a de nouveaux

essais cliniques, dont 5 sont actuellement en cours (source clinicaltrials.gov).

3.7.3. Greffes d’organes et maladie du greffon contre I’hote

Malgré tous les progres réalisés au cours des derniéres décennies dans les techniques de greffe
et de prévention des rejets, le risque de rejet de I’organe greffé par le systéme immunitaire du
receveur reste majeur. Les patients ayant subi une greffe doivent de ce fait suivre un
traitement immunosuppresseur tout au long de leur vie, ce qui n’est ni sans risque ni sans
effets secondaires. L’utilisation des CSM dans le but de prévenir le rejet du greffon lors de la
greffe d’un organe solide pourrait apporter des avantages conséquents aux patients. En effet,
en associant leurs capacités immunomodulatrices a leurs effets pro-régénérant, les CSM
pourraient permettre de limiter le phénoméne de rejet immunitaire tout en favorisant la
cicatrisation et I’intégration a 1’organisme du nouvel organe.

Bien qu’aucune étude clinique n’ait été menée a ce jour dans le domaine de la prévention du
rejet de greffe allogénique par les CSM, de nombreuses études précliniques laissent présager
que cette thérapie pourrait étre particulierement efficace. Lors de ces études, 1’injection de
CSM simultanée a la greffe d’organe a permis d’améliorer la survie de la greffe tout en
réduisant, et parfois méme en éliminant, la nécessité d’un traitement immunosuppresseur
pharmacologique. (Bartholomew et al. 2002) (Zhou et al. 2006) (Popp et al. 2009) (Crop et al.
2009). 11 semble donc que I’injection de CSM permette d’induire un phénoméne de tolérance
immunitaire envers 1’organe exogéne, probablement grace a leur action tolérogéne sur les

lymphocytes T (Bartholomew et al. 2009).

La maladie du greffon contre I’héte (GvHD) est la complication la plus fréquente des greffes
de cellules souches hématopoiétiques. Au cours de cette réaction, les cellules immunitaires
présentes au sein du greffon vont reconnaitre les cellules de 1’hote comme leur étant étrangere
et vont déclencher une réponse immunitaire & leur encontre. Si une forme Iégére de GvHD
peut étre bénéfique en permettant 1’élimination des cellules leucémiques résiduelles, sa forme
sévére est 1étale en I’absence de traitement immunosuppresseur, et est méme dans certains cas

résistante au traitement. Plusieurs essais cliniques ont permis d’établir I’utilité du traitement
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des GvHD par les CSM. Le Blanc et al ont ainsi publié en 2004 les résultats du traitement
d’un patient souffrant d’une GvHD de grade IV réfractaire aux traitements classiques par
corticothérapie et présentant des lésions au niveau de ’intestin et du foie (Le Blanc et al.
2004). Apres injection de CSM, D’effet sur la GVHD fut miraculeux, avec une normalisation
du taux de bilirubine et un retour a un transit intestinal normal. L’interruption des traitements
immunosuppresseurs afin de favoriser I’effet greffe versus leucémie a entrainé la réapparition
de la GvHD, qui a pu a nouveau étre inhibée grace a une nouvelle injection de CSM.
Malheureusement, la GvHD du patient est réapparue 18 mois apres le traitement par CSM,
provoquant son déces. Une autre étude du méme groupe portant sur 9 patients atteints de
GVvHD a également fourni des résultats encourageants, avec une réponse compléte chez 6 des
patients, avec une disparition complete des symptdmes (Ringden et al. 2006). Bien que les
connaissances issues de ces études soient restreintes par leur faible nombre de patients,
plusieurs points positifs en ressortent. En effet, I’injection de CSM n’a pas eu d’effets
secondaires notables, méme lors d’un transfert HLA incompatible. Les CSM ont par ailleurs
permis de diminuer drastiquement la maladie ainsi que de réparer efficacement les lésions
présentes au niveau de I’intestin et du foie. Un essai de phase Il a pu étre mené grace aux bons
résultats des études de phase I. Sur les 55 patients souffrant de GvHD réfractaire aux
traitements chimiques et ayant recu des CSM, 30 ont présenté une réponse compléte, et 9 une
réponse partielle au traitement. Les patients présentant une réponse compléte au traitement ont
par ailleurs bénéficié par la suite d’une meilleure survie que ceux n’ayant pas ou partiellement
répondu au traitement (Le Blanc et al. 2008). Les études sur le traitement de la GvHD par
administration de CSM se poursuivent, aussi bien au stade préclinique que clinique, et
continuent de donner des résultats de plus en plus prometteurs (Xia et al. 2012). Actuellement,
12 essais cliniques sont en cours afin de poursuivre I’étude du bénéfice thérapeutique du

traitement de ces pathologies par CSM (consultation Clinicaltrials du 12-10-2012).
3.7.4. Maladies inflammatoires chroniques intestinales
Aucun traitement curatif n’est actuellement disponible pour traiter les MICI. Le traitement par

anti-inflammatoire permet de calmer les symptdmes mais ne permet pas de stopper

I’évolution de la maladie.
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Les résultats pro-régénérant et anti-inflammatoires obtenus sur les Iésions intestinales dues a

la GvHD grace au traitement par les CSM ont cependant permis d’espérer un effet similaire
sur les lésions provoquées par les désordres immunitaires de la maladie de Crohn.
Différents modéles animaux sont utilisés afin de tenter de mieux comprendre les mécanismes
régissant les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin ainsi que leur traitement par les
CSM. L’administration de TNBS ou de DSS dans 1’eau de boisson ou par instillation intra-
intestinale permet de créer une inflammation donnant naissance a des Iésions similaires a
celles observées chez les patients atteints. Les différentes études menées sur ces modeles ont
toutes obtenus de trés bons résultats. En effet, les différentes équipes ont toutes montré une
amélioration du score 1ésionnel suite a I’administration des CSM aux animaux, et ce quel que
soit la molécule inductrice de la colite, les animaux utilisés ou encore le mode
d’administration (local, systémique) des CSM (Tanaka et al. 2008) (Hayashi et al. 2008)
(Gonzalez-Rey et al. 2009; Gonzalez et al. 2009) (Zhang et al. 2009) (Liang et al. 2011). Ces
études ont par ailleurs montré une forte inhibition du processus inflammatoire chez les
animaux traités, notamment liée a une présence accrue de lymphocytes T régulateurs
sécréteurs d’1L-10 suite au traitement par CSM.
L’apparition de fistules est le signe externe des 1ésions provoquées par une maladie de Crohn.
Différentes études cliniques ont été menées afin de les traiter grace a 1’administration locale
de CSM. En 2005, la premiére étude menée chez 4 patients souffrant en tout de 8 fistules a
permis d’obtenir la fermeture compléte de 6 des lésions suite a 1’administration locale de
CSM (Garcia-Olmo et al. 2005). Aucun abcés ni aucune complication ne furent visibles
pendant les 12 a 24 mois de suivit post-opératoire. Une étude clinique de phase Il a par la
suite été réalisée par la méme équipe. Dans cette étude, une cohorte de 49 patients souffrant
de fistules péri-anales, dont 14 associées a une maladie de Crohn, ont regu un traitement par
colle biologique, associé ou non a une administration de CSM au sein méme de la colle
(Garcia-Olmo et al. 2009). Cing patients atteints de la maladie de Crohn sur sept ont montré
une fermeture de leur fistule dans les 12 mois suivants la co-thérapie colle-CSM, contre
seulement un sur sept pour les patients ayant recu la colle en monothérapie. Les résultats
obtenus avec les patients atteints de la maladie de Crohn sont en outre le reflet de ceux
obtenus chez les patients non atteints par cette maladie.

Le traitement par CSM permet de favoriser la réparation des fistules tout en inhibant leur
réapparition, mais qu’en est-il des manifestations internes de la maladie ? Une premiere étude

clinique de phase | utilisant les CSM a été menée chez 10 patients souffrant de maladie de
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Crohn réfractaire aux traitements médicamenteux (Duijvestein et al. 2010). Trois des patients
traités ont montré une diminution de I’indice d’activité de la maladie 6 semaines apres le
traitement par les CSM. Une étude de phase Il realisée par la suite sur 10 nouveaux patients a
permis de montrer une diminution du score d’activité de la maladie 14 jours apres I’injection
des CSM chez 33% des patients. Apreés 12 mois de suivi, aucun effet secondaire n’a pu étre
attribué aux CSM (Onken et al. 2008). Enfin, I’étude menée par Ciccocioppo et al a confirmé
que I’injection locale de CSM au sein des fistules provoquées par la maladie de Crohn permet
de favoriser leur fermeture, mais a également montré que ces injections locales permettent de
diminuer I’activité de la pathologie dans son ensemble, et ce pendant les 12 mois suivant la
fin du traitement (Ciccocioppo et al. 2011). Ces résultats trés positifs ont pu étre corrélés avec
une augmentation durable de la présence des lymphocytes T régulateurs, non seulement au
sein de la muqueuse intestinale mais également dans le sang suite au traitement par CSM.
Actuellement, 12 essais cliniques de phase I/l et de phase 11l sont en cours, a la fois sur le
traitement des fistules et de la pathologie interne, afin de confirmer les résultats obtenus grace

au traitement par les CSM (clinicaltrials, consultation du 12-10-2012).

Les maladies inflammatoires chroniques sont multiples, et possedent autant de causes que de
symptomes différents. Elles ont cependant plusieurs points communs : qu’elles soient auto-
immunes ou liées a une réponse antimicrobienne excessive, elles sont toutes dues a un
déréglement du systéme immunitaire et sont toutes a 1’origine de Iésions tissulaires qui
portent atteinte a I’intégrité de I’organisme et mettent en péril la santé des patients.

L’exposition aux rayonnements ionisant créée des lésions au sein de I’organisme suite a la
mort des cellules irradiées. La mort de ces cellules va entrainer 1’apparition d’un processus
inflammatoire afin de nettoyer les débris des cellules apoptotiques. Cette inflammation, dite
stérile car déclenchée en I’absence de pathogene, est un phénomene normal et bénéfique.
Dans le cadre de I’irradiation intestinale, les 1ésions provoquées par la mort des cellules
épithéliales va permettre 1’entrée dans 1’organisme de pathogénes normalement maintenus au
sein de la lumiére épithéliale. Cette invasion bactérienne va a son tour provoquer le
déclenchement d’une réaction inflammatoire, cette fois-Ci a visée antibactérienne. La réaction
inflammatoire aigué présente au sein de I’intestin irradié¢ est donc une réponse mixte, avec a la
fois une composante stérile et une composante antibactérienne. On pourrait supposer que ces

deux réactions immunitaires vont travailler de concert afin d’éliminer leurs causes et de
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favoriser la régénération des tissus 1ésés. Cependant, la fréquence d’évolution des 1ésions
radiques vers la fibrose laisse penser que les mécanismes de résolution de 1’inflammation, si
important pour obtenir une réparation totale des tissus, sont en quelque sorte déréglés. En
outre, une inflammation chronique est généralement associée a la fibrose radique, indiquant
un lien entre les deux phénoménes. Si la mise en place et le déroulement de la phase aigué de
I’inflammation post-radique sont maintenant relativement connus, les mécanismes orientant
I’inflammation vers un phénotype chronique et pro-fibrotique restent mal connus. Une
meilleure connaissance des cellules et des molécules impliquées dans ce développement
chronique pourrait permettre de développer des stratégies afin de limiter, ou méme d’éviter,
I’apparition de la phase chronique de 1’inflammation radio-induite.

En ce qui les concerne, les CSM ont prouve leur efficacité dans de trés nombreuses
pathologies, qu’elles soient strictement dégénératives ou immuno-induites. Les lésions radio-
induites, quant a elles, sont initiées par 1’exposition aux rayonnements ionisants puis
entretenues par I’emballement du processus inflammatoire. L’utilisation des CSM dans le
traitement des lésions intestinales radio-induites pourrait de ce fait se révéler particulierement
efficace. En effet, les CSM, de par leurs actions multiples, pourraient a la fois réparer les
Iésions directement induites par 1’irradiation et inhiber la réponse inflammatoire, permettant la

mise en place d’une réparation normale, et non plus fibrotique, des tissus irradiés.
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Modele expérimental

1. lIrradiation colorectale chez le rat

L’irradiation colorectale chez le rat se fait par positionnement de la zone colorectale
dans le champ d’irradiation de 3cm par 2cm. Le colorectum étant une partie fixe du tube
digestif, cette configuration permet des irradiations itératives et a été largement utilisée par
I’équipe d’Elisabeth Travis pour décrire les dommages coliques induits par des irradiations
uniques ou fractionnées dans une gamme de dose allant de 15 a 35Gy chez la souris. Ce
modeéle a permis de générer des lésions coliques séveres avec une dénudation épithéliale
persistante, suivie ou non d’une régénération muqueuse en fonction de la dose et du
fractionnement (Followill et al. 1993; Followill et al. 1995).

Les dommages muqueux observés aprés irradiation sont une déplétion dose-
dépendante des cryptes, qui peut, pour des doses supérieures a 17 Gy, conduire a une
dénudation de I’épithélium ainsi qu’a une ulcération de la muqueuse entre 7 et 14 jours post-
irradiation. On observe de facon concomitante le remplacement de 1’épithélium par un infiltrat
inflammatoire, essentiellement composé de neutrophiles, de macrophages et de lymphocytes
et qui persiste plusieurs mois apres irradiation. A des doses supérieures a 20 Gy, des lésions
tardives (3 mois post-irradiation) vont apparaitre, caractérisées par le développement d’une
fibrose ainsi qu’un épaississement de la muqueuse, associées a des dommages vasculaires tels
que des hyperplasies néointimales. On note également, dans la sous-muqueuse et la
muscularis propria, la présence de cryptes régénérantes ectopiques (Colitis cystica profunda),
ainsi que des lésions musculaires, en particulier une dystrophie de la muscularis propria
(Followill et al. 1993). Enfin, les lésions tardives se caractérisent également par un
épaississement de la séreuse, caractérisé par une fibrose associée a une accumulation de

cellules inflammatoires.

Dans notre étude, nous avons utilisé ce modele en dose unigque de 27 Gy chez le rat.
Cette configuration permet d’observer des lésions radiques aigués entre 7 et 14 jours post-
irradiation, qui évoluent en lésions intermédiaires a 21 et 28 jours post-irradiation. Ce modéle
permet également d’observer le développement de 1ésions tardives de 10 a 22 semaines apres

I’irradiation. Dans ce modele, 1’observation des coupes histologique colorées par HES
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(Hémalun-Eosine-Safran) permet de constater une augmentation de [infiltration des
leucocytes des J3, ainsi qu’une ulcération muqueuse totale au-dela de J7, avec un infiltrat
inflammatoire maximal a J14. Une réduction de I’infiltrat inflammatoire est observée apres
J14, associée a une régenération partielle de la muqueuse. A partir de 8 semaines post-
irradiation, on observe la présence d’une fibrose muqueuse et sous-muqueuse associée a la
présence de cystes sous-muqueux, d’un épaississement de la musculaire et de lésions
vasculaires, essentiellement des hyperplasies néointimales. D’un point de vue fonctionnel,
I’irradiation colorectale a 27Gy va induire une altération de la fonction contractile du muscle
colique, associée a un défaut de fonctionnalité du systéme nerveux entérique (résultats
internes au laboratoire en cours de publication). Les 1ésions créées lors de I’irradiation des rats
selon ce modele sont tres proches de celles observées chez les patients subissant une résection
chirurgicale suite a une radiothérapie (45Gy par fractions de 2Gy par jour). Les patients
montrent en effet des Iésions muqueuses, vasculaires et fibreuses ressemblant aux Iésions
induites dans les modéles expérimentaux 6 semaines aprés l’arrét de leur traitement

radiothérapeutique.
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Figure 26 : Coupes histologiques représentatives des Iésions coliques induites par
Pirradiation chez ’Homme et le rat.

Panel supérieur : Images représentatives des lésions colorectales humaines induites par une

radiothérapie pré-opérative (dose totale de 45Gy délivrée en fractions de 2Gy), 6 semaines
aprés la fin de la radiothérapie. a : tissu colorectal situé en dehors de la zone irradiée. b, c :

tissus colorectal situé dans la zone irradiée.

Panel inférieur : Images représentatives des lésions induites par une irradiation colorectale
monodose de 27Gy chez le rat. a : colorectum non irradié (animal témoin). b : colorectum
irradié deux semaines aprés 1’exposition. c: colorectum irradié huit semaines apres

I’exposition.
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2. Traitement par CSM

2.1. Isolement et culture des CSM

2.1.1. Cellules de la moelle osseuse

Les CSM sont isolées a partir de la moelle osseuse de fémurs de rats SD femelles
agées de 7 semaines. La moelle osseuse est extraite du fémur grace a des flushs énergiques
avec une seringue contenant du MEM Alpha avec 10% de sérum. Les cellules recueillies sont
mises en culture en flasque de 75cm2 en milieu MEM 20% de sérum supplémenté avec de la
pénicilline/strepatividine et de la L-Glutamine et incubées a 37°C et 5% de CO2. Trois
lavages des flasques en PBS sont réalisés apres 24 heures afin d’éliminer les cellules
hématopoiétiques non adhérentes. Les cellules sont trypsinées a 80% de confluence et remises
en culture a plus faible densité afin de les amplifier. Les cellules sont injectées 21 jours apres

passage, soit en fin de P1.

2.1.2. Cellules du tissu adipeux

Les CSM sont isolées a partir du tissu graisseux sous-cutané inguinal de rats SD
femelles agées de 7 semaines. Le tissu adipeux est détaillé en morceaux et incubé 3 fois
30min a 37°C dans une solution de DMEM contenant 0.1% de collagénase de type | afin de
dissocier les cellules. La collagénase est inhibée a 1’aide de milieu de culture contenant 10%
de SVF, puis les cellules sont centrifugées afin d’éliminer les adipocytes matures. Le culot
cellulaire contenant les CSM est ensuite resuspendu en milieu de culture et planté en flasques
a une densité de 1000 cellules par cm2. Les cellules sont injectées a 6 jours post-mise en

culture, soit en fin de PO.

2.2. Veérification phénotypique des CSM cultivées

Le phénotype des CSM cultivées est vérifié par cytométrie en flux (tableau 9) et par

I’analyse de leur capacité de différenciation in vitro (Figure 27).
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Marqueur % de positivité

CD90 94,8 (+ 3,3)
CD73 81,25 (+ 8,12)
CD34 2,13 (£ 0,79)
CD45 6,4 (+ 1,15)

Tableau 9 : Marqueurs phénotypiques des CSM verifiés par cytométrie en flux

stéoblasts Adipocytes Chondrocytes
(Alizarin S) (Oil Red O) (Bleu Alcian)

Figure 27 : Photographies représentatives de la différenciation in vitro des CSM de rat
en ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes.

2.3. Protocoles d’irradiation et de traitement des animaux par CSM
2.3.1. Protocole de traitement précoce

Les animaux sont endormis a 1’aide d’isofluorane gazeux puis maintenus sous anesthésie
durant toute la durée de I’irradiation et de I’injection des CSM ou du placebo. L’animal a
irradier est positionné sur la source d’irradiation a 1’aide d’une planche en plexiglas sur
laquelle est matérialisée la zone a irradier ainsi que des repéres anatomiques. L’animal ainsi
positionné est ensuite irradié a ’aide d’une source au Cobalt 60 (*°Co) dont le faisceau est
réduit aux dimensions de la zone a irradier (2cm de large pour 3cm de long) grace a des
briques de plomb positionnées sur la sortie de la source. C’est sur ces briques de plomb que
repose la plaque en plexiglas sur laquelle est positionné I’animal a irradier.

Lorsque la séance d’irradiation est achevée, on réalise I’injection des CSM ou du placebo en
intraveineuse via la veine caudale. La suspension cellulaire injectée contient 5.10° CSM en

suspension dans 500ul de PBS stérile alors que le placebo ne contient que les 500ul de PBS.
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L’apport en anesthésique est ensuite stoppé et 1’animal remis dans sa cage sous surveillance

en attendant que les effets de 1’isofluorane se dissipent.

Irradiation colorectale 27Gy

Rat SD

irradiztion Injection 5.106 CSM IV
Colorectale
27Gy ou placebo

8 Semaines

Figure 28 : Irradiation colorectale localisée chez le rat et cinétique d’analyse des effets

du traitement précoce par CSM. L’injection de CSM ou du placebo a lieu immédiatement
apres I’irradiation. Les animaux sont ensuite euthanasiés une, trois, quatre ou huit semaines

apres 1’exposition aux rayonnements ionisants.

2.3.2. Protocole de traitement tardif

Le protocole d’irradiation est identique a celui utilisé lors du protocole précoce. Lorsque la
séance d’irradiation est achevée, 1’animal est cette fois immédiatement remis dans sa cage
sous surveillance en attendant que les effets de I’isofluorane se dissipent. L’injection des
CSM ou du placebo en intraveineuse via la veine caudale n’a lieu que 21 jours aprés
I’exposition aux rayonnements ionisants afin de nous permettre d’évaluer 1’efficacité de notre
traitement sur des Iésions et un processus inflammatoire déja établis. L’animal est alors a
nouveau anesthésié¢ par isofluorane gazeux le temps de procéder a I’injection. La suspension

cellulaire et le placebo sont les mémes que dans le protocole précoce.
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Irradiation colorectale 27Gy

Rat SD

Irradiation
Colorectale
27Gy

Injection 5.108 CSM IV
ou placebo

3 4 Semaines

Figure 29 : Irradiation colorectale localisée chez le rat et cinétique d’analyse des effets
du traitement tardif par CSM. L’injection de CSM ou du placebo a lieu 3 semaines aprés
I’irradiation. Les animaux sont euthanasiés une semaine apres 1’injection, soit 4 semaines
apres 1’exposition aux rayonnements ionisants.
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Objectifs et Résultats

Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre de la recherche de nouveaux traitements afin de
soigner efficacement les patients souffrant d’atteintes non-cancéreuses aux tissus sains suite a
une radiothérapie abdomino-pelvienne. La réponse tissulaire a I’irradiation est un processus
complexe qui implique différents compartiments tissulaires tels que [’épithélium,
I’endothélium, le mésenchyme et le systéme immunitaire. Si 1’inflammation post-radique est
une réponse normale au stress que représente I’irradiation et permet d’éviter 1’apparition
d’une attaque pathogeéne, son emballement et sa dérive vers un processus chronique vont eux-
mémes provoquer des dommages tissulaires importants et délétéres pour la santé des patients.

Les cellules souches mésenchymateuses sont depuis quelques années devenues des armes de
choix afin de traiter différentes pathologies dégénératives et inflammatoires. C’est pourquoi le
laboratoire de Radiopathologie et Thérapies Expérimentales a orienté ses recherches sur une
thérapie cellulaire basée sur 1’utilisation des CSM afin de restaurer 1’intégrité des tissus 1€sés
par I’irradiation et d’inhiber le processus inflammatoire a I’origine entre autres des fibroses
radiques. Les résultats d’ores et déja obtenus sont trés encourageants, avec une réduction
visible des lésions radiques cutanées et intestinales suite au traitement par CSM (Francois et
al. 2006; Semont et al. 2010) + datas en cours de publication). Bien que les résultats obtenus
montrent clairement un bénéfice du traitement par les CSM, la compréhension des
mécanismes impliqués dans la réparation des lésions radio-induites permettrait d’optimiser les
traitements, et ainsi d’améliorer la vie des futurs patients. Les cancers de la sphére abdomino-
pelvienne sont parmi les cancers les plus frequemment traités par radiothérapie. Le colon
sigmoide et le rectum sont, de par leur position fixe au sein de I’abdomen et leur proximité
avec des organes tels que I'utérus et la prostate, les organes sains les plus fréquemment
irradiés au cours des radiothérapies abdomino-pelviennes. Dans ce contexte, I’objectif de ma
thése a été d’évaluer I’impact du traitement par les CSM sur 1’inflammation colorectale radio-
induite, ainsi que la relation existant entre cette modulation de [I’inflammation et

I’amélioration de la régénération des 1ésions colorectales post-radiques.

- Le premier objectif de cette thése a été d’évaluer I’impact du traitement par les
CSM sur Papparition et 1’évolution des dommages causés par une irradiation
colorectale localisée. Pour ce faire, nous avons utilis¢é un modéle d’irradiation localisée a

forte dose du colon-rectum chez le rat nous permettant d’obtenir des Iésions similaires a celles
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observées chez les patients irradiés. Cet objectif a été traité en deux parties. Nous avons en
effet évalué d’une part I’impact du traitement sur I’inflammation (Article 1) et d’autre part
sur les lésions tissulaires radio-induites (Article 2), ainsi que les differents mécanismes sous-
tendant a ces effets. A ’aide d’une technique d’extraction exclusive des cellules immunitaires
contenues dans le colon et gréce a la cytométrie en flux, nous avons pu analyser 1’évolution
du contexte immunologique local suite a I’irradiation du colon-rectum, avec ou sans
traitement par CSM isolées a partir de moelle osseuse. Les effets sur les lésions radio-induites
ont quant a eux été évalués grace a 1’établissement d’un score 1ésionnel (adapté de (Langberg
et al. 1994)) sur des coupes histologiques colorées par la méthode de I’HES (Hématoxyline-
Eosine-Safran). Les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans les effets observés
suite au traitement par CSM ont par la suite éte etudiés via difféerentes méthodes. Nous avons
ainsi analysé in vivo I’expression des médiateurs inflammatoires ainsi que des molécules
impliquées dans la croissance et la régénération épithéliales au sein de la muqueuse irradiée.
Des études menées a la fois ex vivo et in vitro nous ont également permis de confirmer les
résultats obtenus in vivo et de modéliser les différents modes d’action des CSM aboutissant

aux améliorations observées suite au traitement.

- La seconde question abordée durant cette these est celle de ’influence de la
diminution de I’inflammation sur la régénération observée suite au traitement par CSM
(Résultats 3). Afin d’évaluer I’impact du processus inflammatoire sur la régénération
épithéliale post-radique, nous avons utilisé un modeéle se rapprochant plus des conditions
cliniques. Pour ce faire, le traitement par CSM n’a été administré aux animaux irradiés que 3
semaines aprés leur exposition aux rayonnements, c’est-a-dire lorsque les Iésions et le
processus inflammatoire sont d’ores et déja établis. Les résultats obtenus furent similaires a
ceux obtenus lors de I’utilisation du modéle d’injection précoce, avec une nette amélioration
de la gravité des lésions ainsi qu’une forte modulation du processus inflammatoire 7 jours
aprés ’injection des CSM (soit 4 semaines post-irradiation). Afin de déterminer la relation
existant entre la diminution de I’inflammation et la réparation des 1ésions tissulaires suite au
traitement par CSM, nous avons inhibé I’inflammation a I’aide d’un anticorps bloquant les
lymphocytes T. L’impact de la disparition de I’inflammation sur 1I’évolution des Iésions
tissulaires a été évalué d’un point de vue aussi bien structural (évaluation du score sur des
coupes colorées par HES) que fonctionnel (mesure de la capacité contractile du muscle du

colon-rectum). Les résultats obtenus furent similaires a ceux observés suite au traitement par
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CSM, démontrant 1’existence d’un lien direct entre inflammation et Iésions tissulaires radio-
induites. Nous avons également commencé a aborder les mécanismes cellulaires et
moléculaires sous-tendant ce lien entre inflammation et Iésion, notamment via I’étude de
I’apoptose cellulaire au sein de la muqueuse intestinale suite au traitement par CSM ou par

anticorps bloguant.
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Résumé de Particle 1 : L’utilisation thérapeutique des CSM induit une synthese locale
de glucocorticoides et supprime I’activation radio-induite des lymphocytes T : nouvel

éclairage sur 'immunomodulation par les CSM

Introduction

La radiothérapie est largement utilisée dans le traitement des tumeurs pelviennes et
abdominales. Bien que le bénéfice de la radiothérapie sur la régression tumorale soit
important, on estime tout de méme que 80% des patients qui subissent une radiothérapie
abdomino-pelvienne développeront des effets secondaires aigus aboutissant a une
modification durable de leurs fonctions intestinales, et que 5 a 10% de ces patients
développeront des effets secondaires chroniques séveres apres 10 ans.

Suite a I’exposition aux rayonnements ionisants, les segments intestinaux ayant ét€¢ exposés
vont rapidement développer une forte réaction inflammatoire, caractérisée par une sécréetion
importante de cytokines associée a une invasion de la muqueuse par des neutrophiles et des
macrophages. Cette reaction inflammatoire est en outre associée a la dégradation de la
muqueuse intestinale provoquée par la mort par apoptose radio-induite des cellules
épithéliales. Les symptomes résultant de cette inflammation et de la dégradation de la
structure intestinale vont apparaitre rapidement et sont souvent douloureux et handicapants
pour le patient. Les traitements actuellement utilisés en clinique afin de traiter ces effets
secondaires sont le plus souvent symptomatiques et non pas curatifs. Les thérapies basées sur
’utilisation d’une thérapie cellulaire a base de Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM) se
sont révélées prometteuses dans de nombreuses pathologies combinant une dégradation
structurelle et un processus inflammatoire important (Maladie de Crohn, Rectocolite, ...).

Les objectifs de cette étude sont multiples. Dans un premier temps, nous avons caractérisé la
réponse inflammatoire s’établissant suite a l’irradiation dans notre modele d’irradiation
colorectale localisée a forte dose. Nous avons ensuite évalué I’impact du traitement par CSM
sur ce processus inflammatoire radio-induit. Pour finir, différents mécanismes moléculaires

impliqués dans ces modulations du processus inflammatoire ont pu étre mis en évidence.
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Résultats

Dans un premier temps, nous avons caractérisé la réponse inflammatoire innée induite par une
irradiation localisée du colon-rectum a forte dose (27Gy). Grace a un isolement spécifique des
cellules immunitaires du colon et a leur analyse en cytométrie de flux, nous avons pu observer
une forte augmentation de la présence des neutrophiles au sein de la muqueuse irradiée des 7
jours apres 1’exposition. Cette augmentation persiste au cours du temps et reste présente 3 et 4
semaines aprés 1’exposition. Des marquages immunohistochimiques spécifiques sur des
coupes histologiques de colons irradiés ont par ailleurs montré une augmentation de la
présence des macrophages au sein de la muqueuse irradiée 21 jours aprés I’exposition. Malgré
leurs effets connus sur ces deux types cellulaires, aucune modification de leur présence n’a pu
étre détectée suite au traitement des animaux par CSM. L’analyse de la sécrétion cytokinique
au sein de la muqueuse irradiée nous a quant a elle révélée une forte présence des cytokines
produites par les neutrophiles et les macrophages 3 semaines aprés ’irradiation, 1a encore

sans modulation détectable suite au traitement par CSM.

Nous avons également analysé les composants adaptatifs de la réponse inflammatoire radio-
induite. Si aucune modification du nombre de lymphocytes B présents au sein de la muqueuse
irradiée n’a pu étre détectée, les lymphocytes T CD4 et CD8 sont quant a eux augmentés des
7 jours apres 1’exposition. Cette augmentation est en outre persistante jusqu’a 4 semaines
aprés 1’exposition. Contrairement aux effecteurs innés, le traitement des animaux par CSM
permet de ramener le nombre de lymphocytes T présents au sein de la muqueuse irradiée a
celui présent chez des animaux sains, non-irradiés. Les mémes effets ont par ailleurs pu étre

observés au niveau systémique (sang et ganglions mésentériques).

Nous avons ensuite cherché a comprendre les mécanismes cellulaires mis en jeu dans
I’inhibition par les CSM du nombre de lymphocytes T présents au sein de la muqueuse
irradiée. L’analyse des marqueurs d’activation CD25 et CD69 nous a permis de mettre en
évidence une inhibition de I’activation lymphocytaire suite au traitement par CSM, aussi bien
chez les lymphocytes CD4 que CDS. Ces résultats ont par ailleurs été¢ confirmés par I’analyse
de la capacité de prolifération des deux populations lymphocytaires, qui a également montré
une nette inhibition chez les animaux traités par rapport aux animaux non-traités. La

régulation des mécanismes d’apoptose est également un ¢lément essentiel dans la régulation
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de la réponse inflammatoire. La capacité des CSM a augmenter ’apoptose des lymphocytes T
activés ayant déja été démontrée, nous avons voulu Vérifier cet effet dans notre modele.
L’analyse ex vivo de I’apoptose des lymphocytes T en cours de prolifération nous a permis de

mettre en évidence une apoptose accrue des Lt CD8 activés suite au traitement par CSM.

Bien qu’un grand nombre d’études montrent que la régulation des processus inflammatoires
par les CSM peut dépendre de I’induction de lymphocytes T régulateurs et d’une sécrétion
accrue d’IL-10, ces deux éléments ne semblent pas impliqués dans notre mod¢le d’irradiation
colorectale localisée. Nous avons donc cherché quel mécanisme de régulation de
I’inflammation par les CSM pourrait étre impliqué dans notre modele. Pour ce faire, nous
nous sommes intéressés aux glucocorticoides, régulateurs naturels des processus
inflammatoires. Bien que I’analyse de la sécrétion surrénalienne de la corticostérone n’ait
montré aucune variation suite au traitement par CSM, ’analyse de la production locale au sein
de la muqueuse colique a pour sa part été concluante. Nous avons ainsi pu déterminer que
I’injection systémique de CSM aux animaux irradiés entraine une augmentation de la
sécrétion de corticostérone par les cellules de la muqueuse intestinale par rapport aux animaux
témoins et aux animaux irradiés ayant recu le placebo. Cette augmentation est par ailleurs
corrélée a une augmentation de 1’expression muqueuse de la 11B-hydroxysteroide
déshydrogénase de type 1 (11B-HSD1), enzyme responsable de la conversion de la forme

inactive de la corticostérone en sa forme active.

Les effets inhibiteurs des glucocorticoides sur les lymphocytes T sont largement reconnus.
Dans notre modele, nous nous sommes particuliérement intéressés a 1’interaction entre les
glucocorticoides et le TCR. Nous avons ainsi montré que le traitement par CSM inhibe
’activation de la voie de signalisation du TCR a la fois chez les lymphocytes T CD4 et CD8.
Cette inhibition, particulierement drastique chez les lymphocytes T CD8, est reflétée par une
absence de phosphorylation de la tyrosine kinase p56lck, spécifique du TCR. Nous avons
également évalué la capacité des lymphocytes T a répondre a une stimulation directe de leur
TCR par un anticorps anti-CD3. Nous avons ainsi pu établir que le traitement des animaux par
CSM inhibe la capacité de réponse des lymphocytes T CD4 et CD8 a une stimulation de leur
TCR. Enfin, nous avons réussi a reproduire ces effets inhibiteurs des CSM en traitant ex vivo
des lymphocytes T issus d’animaux irradiés par un glucocorticoide de synthése, la

dexaméthasone. Ces résultats suggérent donc que 1’augmentation de la sécrétion colique de
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corticostérone pourrait étre fortement impliquée dans I’inhibition de I’activation et de la

réponse aux stimuli des lymphocytes T CD4 et CD8 suite au stimulus radique.

Enfin, nous avons évalué la capacité des CSM cultivées in vitro a exprimer la 113-HSD1 et a
produire de la corticostérone. Les résultats ont montré une présence de corticostérone dans le
milieu de culture mais aussi dans les protéines extraites des CSM. En outre, une expression
basale de la 113-HSD1 a pu étre détectée dans les CSM cultivée, de méme que celle de deux
autres enzymes impliquées dans la synthese des corticostéroides, les cytochromes CYP11Al
et CYP11B1. Nous avons en outre montré que I’exposition des CSM a des molécules
présentes au sein de la muqueuse colique irradiée (ligands de TLR, cytokines pro-

inflammatoires) induit une augmentation de I’expression de ces enzymes par les CSM.

Conclusions

Les résultats obtenus au cours de cette étude démontrent pour la premicre fois 1’effet
inhibiteur d’un traitement par CSM sur la part adaptative de 1’inflammation radio-induite, et
permettent de mettre en évidence un nouveau mode d’action immunomodulateur des CSM.
Nous avons en effet été en mesure de montrer que I’inhibition suite au traitement par CSM de
la présence, de I’activation et de la capacité de réponse aux stimuli des lymphocytes T CD4 et
CD8, ainsi que I’augmentation de I’apoptose des lymphocytes T CD8 activés, sont corrélées a
une augmentation de la synthése endogéne de corticostérone par la muqueuse intestinale.
Nous avons en outre pu montrer pour la premiére fois que les CSM cultivées in vitro
expriment certaines des enzymes impliquées dans la synthése de glucocorticoides et sécretent
spontanément de la corticostérone. Notre étude montre également une influence du contexte
inflammatoire sur I’expression des enzymes de synthése de la corticostérone par les CSM,
suggérant que la présence in vivo d’une réponse inflammatoire pourrait augmenter la synthése
de corticostérone par les CSM présentes au sein de 1’organisme, qu’elles soient endogénes ou
injectées dans le cadre d’un traitement. Cette étude met ainsi en lumiére un mécanisme de
régulation des reponses immunes radio-induites par les CSM jusqu’ici inconnu, et qui pourrait
¢galement étre valable dans d’autres modéles de maladies inflammatoires intestinales.

Les molécules impliquées dans la synthése des glucocorticoides sont également impliquées
dans la régulation de la prolifération des cellules de la crypte intestinale. Les hypothéses

concernant les bénéfices observés suite a un traitement par CSM s’orientent toutes en faveur
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de Dl’effet combiné¢ de plusieurs processus bénéfiques. La mise en évidence de cette
implication de la voie des glucocorticoides dans les effets immunomodulateurs des CSM
pourrait de ce fait permettre la mise en évidence future du lien existant peut-étre entre les

capacités anti-inflammatoires et pro-régénérantes des CSM.
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ABSTRACT

The efficacy of radiotherapy requires an optimal compromise between tumor control and normal tissue
injury. Non-neoplastic tissues around an abdomino-pelvic tumor can be damaged by ionizing
radiation, leading to chronic gastrointestinal complications which affect quality of life with substantial
mortality. Chronic radiation enteritis is an increasing problem as more patients receive radiotherapy
and survive longer after treatment. There is no unified approach to the assessment and treatment of
this disease, characterized mainly by uncontrolled inflammation and tissue fibrosis. Stem cell-based
approaches using immunosuppressive mesenchymal stem cells (MSC) from bone marrow are
promising cell therapy tools to improve inflammatory diseases. In this study, we infused MSC in a rat
model of radiation proctitis and found evidence that stem cell treatment specifically reduces T cell
infiltration without affecting innate immune cells. We report that MSC therapy decreases proliferation
and increases apoptosis of T cells activated by radiation. To assess molecular mechanisms, we
analyzed anti-inflammatory molecules and demonstrated for the first time an increased level of
corticosterone and HSD11b1 steroidogenic enzyme expression in colic mucosa after MSC treatment.
We also demonstrated corticosterone secretion by infused MSC. Using an irradiation model, we found

evidence for a new immunosuppressive mechanism of MSC involving glucocorticoids.

KEYWORDS: Stem cell therapy, Bone marrow MSC, Radiation disease, Immunosuppression,

Glucocorticoids
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INTRODUCTION

Radiation therapy is an established part of treatment of both primary and recurrent pelvic and
abdominal malignancies, including colorectal, urologic, and gynecologic cancers. Although the benefit
of radiotherapy on tumor regression is well-established, damage to healthy non-neoplastic tissues may
be severe and still remains the dose-limiting factor in cancer treatment. It is estimated that 90% of
patients who undergo pelvic radiotherapy develop acute side effects with permanent changes in bowel
habits. Half of them say that their quality of life is reduced [1]. Within 10 years, 5 to 10% of patients
develop severe chronic side effects such as rectal bleeding, occlusion, tenesmus and diarrhea,
associated with substantial morbidity and mortality (for review [2]). The growing number of cases
declared each year and the specific complex symptoms have led some specialists to talk of a new
disease termed ‘Pelvic-radiation disease” [1]. Understanding the mechanisms involved and the

discovery of new therapies have increasingly become a priority.

Following ionizing radiation, mainly studied in the intestine, the early response has been characterized
as acute inflammation with a high level of cytokine and chemokine secretion within the first hours.
Radiation-induced apoptosis later leads to transient mucosal atrophy with loss in bowel barrier
function. The resultant epithelial dysfunction leads to nutrient and fluid loss, whereas the associated
increase in intestinal permeability to gut pathogens exacerbates mucosal inflammation with dense
infiltration of the lamina propria by inflammatory cells [3]. Activated immune cells, primarily
neutrophils followed by macrophages, attack and destroy neighboring cells either directly or indirectly
through the release of soluble factors. The endothelial compartment is also affected by radiation
exposure leading to increased vascular permeability contributing to immune cell infiltration into
injured tissue. Delayed effects of intestinal radiation toxicity are characterized by an abnormally
sustained repair process that can lead to transmural fibrosis. The mechanism of radiation injury is a
continuous process which starts immediately after irradiation. There is increasing evidence to suggest
that some of the risk of late toxicity is related to the degree of acute toxicity, termed “consequential

late effects”, and recent clinical data support the hypothesis that cumulative acute symptoms predict
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late problems more effectively than peak acute changes [4]. Treatments usually applied to manage
acute side effects are only symptomatic, so finding treatments that limit acute radiation toxicity in

order to reduce late side effects makes sense.

In order to achieve a combinatorial approach to disease treatment, some investigators have considered
the use of stem cells as therapeutic. Stem cell-based approaches using mesenchymal stem cells (MSC)
are promising since numerous studies suggest their immunosuppressive and regenerative capacities. In
animal models of inflammatory bowel diseases, studies demonstrated that MSC injection down-
regulates release of pro-inflammatory cytokines by macrophages and increases T-Reg content in
mesenteric lymph nodes [5]. Other studies have highlighted different mechanisms of MSC
immunosuppression such as the induction of T cell apoptosis [6, 7] and the induction of T cell anergy
[8]. MSC-mediated inhibition of immune response is a complex mechanism that could involve low
immunogenicity, the ability to modify maturation and the function of antigen-presenting cells, as well
as an alteration in cytokine secretion of naive dendritic cells, natural killer cells and effector T cells.
Emerging theories of MSC-leukocyte interactions have suggested that MSC can enhance natural
suppressor populations. These findings have encouraged the use of MSC in acute graft-versus-host
disease [9] and autoimmune diseases [10, 11] to induce tolerance.

After pelvic radiotherapy, the colorectum is more commonly injured because of its fixed position in
the pelvis. In Sprague-Dawley rats, we generated radiation-induced lesions similar to those seen in
patients suffering from the late side effects of pelvic radiotherapy [12]. We characterized immune cell
infiltration and found evidence that MSC treatment specifically modulates T lymphocytes. We
assessed the molecular mechanisms of MSC immunosuppression in analyzing anti-inflammatory

molecule secretion in irradiated mucosa and their effect on downstream T cell signaling.
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RESULTS

MSC treatment specifically decreases activated-T lymphocytes induced by recto-colic irradiation

To quantify immune cell infiltration over time following localized colic irradiation and its
modulation after MSC treatment, we used flow cytometry analyses on leukocytes isolated from colon
and immunohistochemistry. We observed that irradiation leads to a six-fold increase in the percentage
of neutrophils in leukocyte infiltrate 7 days after irradiation compared to controls. This increase
persists 21 and 28 days after irradiation. However, no modification in the neutrophil infiltrate could be
detected after MSC injection at any of the different times analyzed (D7, D21 and D28) (Figure 1A).
We also analyzed neutrophil infiltration by immunohistochemistry using antibodies directed against
MPO, 21 days after irradiation. In the same way, no modification of radiation-induced neutrophil
infiltration can be evidenced by scoring after MSC therapy (Figure 1B, left panel). Two other cells of
innate immunity: macrophages and mastocytes were analyzed on histological slides. The results given
in Figure 1B show a statistic increase in macrophages and mastocytes in mucosa after irradiation
(middle and right panel). However, no modification was observed after MSC treatment. Irradiation
induces pro-inflammatory cytokine secretion, in particular IL1f, IL6 and TNFa, in insulted areas as
early as the first hours [13] [14]. However, later secretion of these molecules after irradiation, which
could be implicated in late tissue damage, has never been studied. We therefore analyzed the secretion
of cytokines and chemoattractants produced mainly by innate immune cells and their modulation by
MSC treatment. IL6 and TNFa cannot be detected by ELISA on whole colic mucosa protein extracts
after localized colic irradiation. 1L1p3, MIP2 and IL8 are secreted in significant quantities after
radiation however neither of them decrease after MSC therapy (Figure 1C).

In irradiated mucosa, B, T and NK cells were also quantified. The results show a statistical
increase only for CD4 helper and CD8 cytotoxic T cells as early as 7 days and up to 28 days after
irradiation. After MSC infusion, the percentage of T cells is statistically lower at 21 and 28 days

compared with the irradiated group (Figure 1D). Twenty-eight days after irradiation, we observed that
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even if the number of CD8 in irradiated animals was no different from the sham group, a statistical
decrease was detected after MSC treatment (Figure 1B). The immunosuppressive effect of MSC on T
cells was also observed in the peripheral area (draining mesenteric lymph nodes (MLN) and blood)
after localized colic irradiation, with a more significant effect on CD8 compared with CD4 T cells

(data not shown).

Cellular mechanisms of MSC immunosuppressive effect in recto-colic irradiation context

T lymphocyte activation using the interleukin 2 receptor (CD25) marker on total T
lymphocytes from the colon, MLN and blood was assessed 21 days after irradiation. Flow cytometry
results show that the percentage of CD25 activation marker increased 116.7% in the colon, 16.78% in
MLN and 41.7% in blood in leukocytes isolated from rats after irradiation. Either in the colon or in the
peripheral area, MSC infusion after irradiation decreases the percentage of CD25 activation marker to
sham levels (Figure 2A).

To further investigate the activation status in CD4 and CD8 subsets, we analyzed CD4/CD25
and CD8/CD25 double positive cells in MLN of rats from different groups (Figure 2B). The results
demonstrate that MSC therapy decreases the CD25 activation marker induced by irradiation in MLN
to the same extent for CD4 and for CD8 T cell subsets. This result was confirmed using guantitative
RT-PCR on isolated CD4 and CD8 lymphocytes using the CD69 marker (data not shown). We also
assessed T cell proliferation ability using a BrDU-based proliferation assay on sorted CD4 and CD8
populations. Corroborating CD25 marker expression, irradiation leads to a statistical increase in both
T cell subtype proliferation and MSC treatment reduces their ability to proliferate (Figure 2C). There
is a noteworthy effect of MSC treatment on the CD8 T cell population, which has a proliferation rate
that is statistically inferior to the sham level.

Regulation of T cell apoptosis is an important mechanism controlling the number of activated
T cells. In addition, research has demonstrated an in vivo induction of proliferating T cell apoptosis

after MSC treatment [6]. We therefore examined apoptosis by AnnexinV staining on ex vivo EdU-
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incorporated CD4 and CD8 sorted T cells from shams, irradiated and irradiated MSC-treated animals.
The results showed a statistical increase in apoptosis (1.5 times more) of proliferating CD8 T cells
from irradiated MSC-treated rats compared with irradiated rats (Figure 2D). However, no statistical

difference could be detected among proliferating CD4 T cells from the various groups.

MSC infusion induces local corticosterone secretion

An increasing number of in vivo studies have demonstrated that IL10-secreting T-Reg are
involved in the therapeutic effect of MSC in inflammatory bowel disease [5, 15, 16]. However,
depending on the disease model, the molecular mechanisms of immunosuppression induced by MSC
seem to vary [8, 17]. To study the immunosuppressive mechanisms of MSC in an irradiation context,
IL10 anti-inflammatory cytokine secretion was analyzed after MSC therapy. The results shown in
Figure 3A do not demonstrate any increase of IL10 in mucosa. Corroborating this result, we showed
that T-Reg cells detected by the CD4/CD25/FoxP3 triple staining are not increased after MSC
treatment in irradiated rats compared to controls (Figure 3B). Therefore, IL10-secreting T-Reg are
unlikely to be involved in the T cell modulation induced by MSC treatment after irradiation.

The intestine contains a large number of immune cells to protect the huge surface of epithelial
cells. The immune system is in constant contact with food antigens and commensal bacteria as well as
potentially dangerous bacteria, viruses and parasites. Intestinal mucosa contains high levels of
immunosuppressive cytokines, but additional mechanisms exist to maintain confined immune
response, such as glucocorticoids (GC). Glucocorticoids are secreted by mucosal cells and studies
have demonstrated their important role in intestinal T cell regulation [18]. We therefore investigated
whether the immunosuppressive action of MSC therapy could be due to an increase in GC. We
analyzed the corticosterone molecule, which is the major GC in rats, in the adrenal glands and colon.
In adrenal glands, no modification was detected in irradiated and irradiated MSC-treated rats (data not
shown). However, in the colon, the results in Figure 3C show a two-fold increase in the corticosterone

level in irradiated rats after MSC infusion compared with irradiated rats. We also analyzed expression
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of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (HSD11b1) in colic tissue. This enzyme, implicated in
the metabolism of corticosterone, is important in local GC level regulation and is expressed in the
colon. Immunohistochemistry analyses on normal colic mucosa showed HSD11bl expression in the
lamina propria and epithelial cells (Figure 3E, top panel) as previously described [18]. After
irradiation and irradiation with MSC treatment, we observed a dramatic increase in HSD11bl
expression (Figure 3E, bottom panel). Quantification of HSD11bl expression using RT-PCR
demonstrated a statistical increase in its expression after radiation by 53-fold, and an even higher

increase after MSC treatment (183 fold) (Figure 3D).

Signal transduction induced by glucocorticoids on T cells from irradiated rats: in vivo and ex vivo

analyses

MSC treatment after irradiation decreases T cell proliferation by reducing their activation and
increases CD8 T cell apoptosis. The effects of GC on these functions are widely recognized and can be
achieved through the classic genomic pathway (gene regulation at transcriptional level) or the
nongenomic pathway. In our irradiation model, we cannot detect pro-inflammatory cytokine secretion
such as IL2 and IFNy in whole protein extracts from irradiated mucosa. Moreover, transcriptional up-
regulation of IL10, which is usually the target of GC leading to an increase in T-Reg, is not observed
after MSC therapy (Figure 3A, B). So, GC-induced cytokine regulation by the genomic pathway is
unlikely to be the main mechanism involved in our model. Nongenomic GC activities are obviously
not uniform, but Léwenberg et al. demonstrated in T cells that GC receptor (GR) is an integrative and
essential part of the T cell receptor (TCR) complex. They demonstrated that GC treatment, by
inducing GR nuclear translocation, broke up the TCR complex leading to impaired TCR signaling
(Figure 4A [19]). We therefore analyzed the impact of irradiation, MSC treatment and GC on CD4-
and CD8- TCR signaling, by immunofluorescence staining using phosphorylated p56ick (P-Ick)
antibody. The results in Figure 4B show that irradiation induces a dramatic increase in the percentage

of CD4 and CD8 P-Ick positive cells compared to shams. After MSC treatment, the percentage of P-
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Ick positive cells among CD4 and CD8 sorted cells decreases statistically, with a return to sham level
for CD8 T cells. We also tested ex vivo the ability of dexamethasone, a synthetic GC, to inhibit TCR
signaling of CD4 and CD8 T cells purified from irradiated rats. We found that the incubation of T
cells with dexamethasone reduces the percentage of P-Ick positive lymphocytes compared to
lymphocytes without dexamethasone incubation (Figure 4B). This result demonstrates that a synthetic
GC can reduce TCR signaling in irradiated activated lymphocytes. We then assessed the ability of
sorted T cells to respond to subsequent direct TCR stimulation using CD3 agonist antibodies. This
experiment also demonstrated a decrease in TCR signaling in the T cell population purified from
irradiated MSC-treated compared with irradiated rats (Fig. 4B). Taken together, these data suggest that
the increased level of corticosterone in colic mucosa after MSC treatment could participate to TCR

unresponsiveness and decreased T cell activation.

Infused MSC express HSD11b1 and produce GC in culture.

We have previously demonstrated MSC engraftment in an irradiated intestine [20, 21] and we
suggested that MSC benefits are mediated via soluble factors as stated in various studies (for review
see [22]). We therefore investigated the ability of infused MSC to express enzymes implicated in GC
metabolism (HSD11bl, CYP11Al1 and CYP11B) and to produce GC in culture. The results
demonstrated that corticosterone can be detected in MSC culture supernatant and in MSC total protein
extracts (Figure 5A). PCR analysis showed high expression of HSD11b1, as its expression level is
similar to the housekeeping GAPDH gene. CYP11A1l and CYP11B1 enzymes are less expressed than
HSD11bl (Figure 5B). Expression of HSD11bl was confirmed at the protein level by
immunofluorescence on cultured MSC (Figure 5C). Moreover, we analyzed whether these enzymes
are modulated by stimuli induced after epithelial barrier disruption following irradiation (H202,
PAM3CSK4, LPS and Flagellin). We also tested IFNy stimulation, which has been described as
playing an important role in MSC immunosuppression [23]. The results in Figure 5D show that

CYP11A1 expression is not increased after stimulation while CYP11B1 is increased after IFNy
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stimulation. We determined that HSD11b1 expression, which is already highly expressed, is increased

to an even greater extent after TLR ligand stimulations.

DISCUSSION

lonizing radiation produces a burst of free radicals which not only causes DNA damage but
also alters proteins, lipids, carbohydrates and complex molecules. In organs, this contributes to direct
tissue injury as well as cytokine synthesis and recruitment of inflammatory cells. Cellular damage
induced by ionizing radiation generally ceases within hours following the insult, while the
inflammatory response accumulates, amplifies tissue injuries and reduces the efficacy of the
regenerative process. Therefore, the inflammatory reaction after irradiation is presumed to play a
pivotal role in the development of pelvic radiation disease and it is important to characterize the
immune cells implicated in order to mitigate the inflammatory process. In human colic tissues,
histopathology analysis exhibits inflammatory cell infiltration in the lamina propria, with a prevalence
of neutrophils, eosinophilic granulocytes and macrophages [1]. Mast cell hyperplasia has also been
described in intestine and colic mucosa in late irradiation damage [24]. Our study characterized the
composition of innate immune cell infiltrate in colic mucosa up to 4 weeks in experimental colorectal
irradiation rat model and the results are in agreement with human cell composition observed after late
irradiation damage. In intestinal inflammatory pathologies, it is largely admitted that chronic activated
T cells contribute to mucosal damage. After irradiation, a T cell imbalance has been demonstrated [25]
but depending on the studied irradiation models, there is either no modification or a decrease of CD4 T
cells in the intestine [26, 27]. The present findings, using quantitative flow cytometry analysis,
demonstrate the persistent infiltrate of CD4 and CD8 T cells in colic mucosa up to 4 weeks after
colorectal irradiation. We also describe a statistical increase in T cell percentage in the peripheral area
after local irradiation, demonstrating their ability to continuously recirculate. T lymphocytes from
irradiated rats are more activated as measured by the increase of CD25, CD69 markers and their

ability to proliferate in culture compared to control lymphocytes. Radiation treatment of tumors
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modifies and increases the peptide repertoire (tumor peptides but also self-antigen peptides) presented
by CMH class | to cytotoxic CD8 T lymphocytes (CTL) [28]. It has been demonstrated that CTL are
activated by this unrecognized repertoire composed of specific irradiated peptides which are very
useful in anti-tumor immunotherapy [29]. However, self-antigens may also be presented when
irradiation affects healthy tissues and CTL may therefore attack and destroy colic cells, perpetuating
tissue lesions. Besides up-regulation of CMH class I, irradiation also induces secretory, adhesion and
co-stimulatory molecules as well as Fas expression on hematological or non-hematological cells [30].
Together, these data may explain the activation process of CD8 cytotoxic and CD4 helper cells as well

as antigen-presenting cells after irradiation.

Mesenchymal stem cells are mesoderm-derived cells with the ability to extensively proliferate
and differentiate in various cell lineages. In addition to these primordial characteristics for tissue
repair, MSC have also been shown to hold a potent anti-inflammatory effect on immune disorders
such as GVHD [31] or Crohn’s disease [32]. In vitro studies have demonstrated MSCs’ impact onto
practically all immune cell subtypes (for review see [33]). In this study, we analyzed in vivo the ability
of MSC to suppress inflammation induced by ionizing radiation and determined the cellular and
molecular mechanisms involved. Analysis of innate immune cells demonstrates that their number and
secretion capacities were not modified by MSC therapy. However, we were unable to exclude a
modification of the maturation status or function of innate cells associated with T cell-suppression
mechanism by MSC in the irradiation model. It has been demonstrated that MSC are able to
reprogram macrophages to become immunosuppressive [34] and in vivo depletion of CD11lb+
macrophages abolishes MSC immunosuppressive effect on T cells [16]. This effect will be tested in
inflammation induced by irradiation in further investigations. The number and proliferation ability of
both CD4 and CD8 T cells return to control level and apoptosis of proliferating CD8 T cells increases
following MSC treatment. MSC effect starts as early as 7 days but becomes statistically relevant at 21
days. Altogether these results support the suppression of radiation-activated T cells after MSC therapy

and are in accordance with studies obtained in other in vivo models [6, 8].
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The precise molecular mechanisms of MSC effect on T cell modulation remain unresolved.
Various in vitro studies demonstrated that immunosuppressive effect is mediated through several
inducible soluble factors such as TGFB, HGF, 1L10, PGE2 and IDO [35]. In these studies, only a
partial reversion of the MSC inhibitory effect on T-cell proliferation was demonstrated. An increasing
number of in vivo studies demonstrated that the IL10 anti-inflammatory molecule associated to an
increased number of T-Reg are involved in the therapeutic effect of MSC [5, 15, 16, 34]. However,
according to the model, MSC immunosuppressive effect may be T-Reg independent [6, 7, 17]. While
we can easily detect IL10 in MSC culture supernatant, we cannot detect an increase of IL10 secretion
or T-Reg cells in irradiated colic mucosa after MSC infusion. However, we found the secretion of
corticosterone, a powerful anti-inflammatory molecule, in vitro, by cultured MSC associated with the
expression of enzymes implicated in the corticosterone metabolism. We also found in vivo that MSC
treatment increases corticosterone secretion and HSD11b1 expression in colic mucosa after irradiation
which is associated with T cell modulation. These results reveal a new molecular mechanism of MSC
immunosuppressive action. MSC treatment after irradiation decreases T cell proliferation by reducing
their activation and increases CD8 T cell apoptosis. The effects of glucocorticoids on these functions
are widely recognized and can be achieved through the classic genomic pathway (gene regulation at
transcriptional level) or the nongenomic pathway. Investigations of the molecular action mechanism of
MSC immunosuppression by signal transduction analysis were carried out on isolated T lymphocytes
from irradiated rats. We observed a decrease in p56lck phosphorylation after MSC treatment and
demonstrated the involvement of the nongenomic pathways in T-cell immunosuppression as described
by Léwenberg et al. [19]. The GC genomic pathway is known to induce IL10 secretion and inhibit
pro-inflammatory cytokines such as IL2 and IFNy, it could therefore be hypothesized that GC
synthesis is also involved in the MSC immunosuppressive mechanism in other models. This study
highlights an unrevealed molecular mechanism of the MSC immunosuppressive effect, valuable in
radiation-induced inflammation but possibly also involved in other inflammatory bowel diseases. We

also investigated whether systemic injection of MSC in normal non-irradiated rats could influence
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specific immunity (Figure 6). MSC were therefore injected intravenously into sham rats and T cell
number, CD25 marker, proliferation ability and corticosterone secretion were studied 21 days later.
Analyses of CD25 cell surface activation marker on the colon, MLN and blood, as well as BrDU
proliferation assay on CD4 and CD8 sorted populations, demonstrated a statistical decrease in basal T
cell activation after MSC injection (Figure 6A, B). MSC are thus able to decrease the activation state
and proliferation rate of T lymphocytes, associated with an increase in local corticosterone secretion
(Figure 6C) even without pathologic activation. However, quantification of lymphocyte number by
flow cytometry was not able to detect any difference between shams and sham MSC-injected animals
(data not shown). This suggests that MSC must be stimulated to exert their full immunosuppressive
capacities. We also demonstrated in vitro, that stimuli induced by irradiation (H202 or TLR ligands)
induce an increase in enzymes involved in corticosterone secretion by MSC. This notion that MSC
must be stimulated to exert their immunosuppressive capacities has already been described [23] and is

of interest in enhancing the therapeutic effect of MSC.

Glucocorticoids are secreted by mucosal cells and we describe an unrevealed corticosterone
secretion by native MSC, which have been shown to engraft in irradiated area [20, 21]. lonizing
radiation triggers uncontrolled inflammation but also stem/progenitor cell apoptosis, highly limiting
the regenerative ability of mucosa, and leading to chronic damage. The relevance of intestinal GC
synthesis in the regulation of immune cells has been demonstrated [18] and experiments established
that inhibition of GC synthesis in mice aggravates colic damage [36]. It has been demonstrated that
molecules involved in GC synthesis are also important regulators of intestinal crypt cell proliferation
[37]. Hypotheses regarding the benefits of stem cell therapy rely on the combinatorial effect of several
processes. The involvement of the GC pathway in MSC immunosuppressive effect could therefore
contribute to determining the potential link between the anti-inflammatory and regenerative capacities
of MSC. These results may be of importance in understanding the molecular mechanisms of MSC
benefits and could open up new perspectives for improving the therapeutic potential of MSC therapy,

not only in radiation-induced inflammation but also in other inflammatory bowel diseases.
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MATERIALS AND METHODS

Animals, treatments and sample collection

All experiments were performed in compliance with French laws and guidelines for animal
experimentations (P08-13). The 300g wild-type male Sprague-Dawley rats were purchased from
Charles River Laboratories (France). Animals were anesthetized by isoflurane inhalation and a single
27 Gy dose was delivered by ®°Co source through a 2x3 cm window centered on the colorectal region.
This model of localized single-dose of radiation exposure generates histopathological lesions similar
to those seen clinically (ie, severe acute mucosal ulceration, large immune cell infiltrate and
transmural collagen deposition during the late phase). Four groups of animals were defined: Sham (un-
irradiated and un-MSC treated), Sham MSC-treated, Irradiated (y-irradiated alone) and Irradiated
MSC-treated. For MSC-treated groups, 5.10° autologous MSC were injected in the tail vein of the rat
(right after radiation exposure for irradiated MSC-treated animals). Animals were ethically euthanized
7, 21 or 28 days after radiation exposure. Cardiac puncture was made under anesthesia. Collected
blood was transferred in EDTA sample collection tubes and centrifuged (2500rpm, 20min) to separate
white blood cells from red cells and plasma. Mesenteric lymph nodes and colorectum were sampled
and transferred into calcium and magnesium free Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Invitrogen).

For histological analysis, colorectum was fixed in 4% formaldehyde and embedded in paraffin.

MSC culture, characterization and stimulation

Bone marrow MSC were obtained by flushing femurs of seven-week-old rat as previously described in
the literature [38]. After ten days, the monolayer of adherent cells was trypsinized, resuspended in
culture medium, and seeded at 5,000 cells per cm? (passage P1). At each passage the phenotype of
amplified MSC was verified by flow cytometry. The percentage of CD90 (clone OX-7; BD
Biosciences) and CD73 (clone 5F/B9 ; BD Biosciences) was analyzed and the absence of

hematopoietic cells was verified with CD34 (clone 1CO115, Santa Cruz) and CD45 (clone OX-1;
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Becton Dickinson, France) markers. On average, MSC expressed CD90 at 94.8% (+/-3.3), CD73 at
81.25% (+/-8.12), CD34 at 2.13% (+/-0.79) and CD45 at 6.4% (+/-1.15). Isotype identical antibodies
served as controls. The potential of adipogenic, osteogenic and chondrogenic differentiation was also
evaluated as described by Rochefort et al.

Analyses of MSC genic expression were performed after 24 hours of in vitro stimulation by H202
(10-8 M) or synthetic TLR ligands from Invivogen®: PamCSK4 (TLR2; 2,5ug/ml), UltraPure LPS
(TLR4; 1pg/ml) and Flagelin (TLR5; 2.5ug/ml) on 70% confluent cells. Cells were then trypsinized,

washed in Phosphate Buffer Saline (PBS, Invitrogen) and frozen in liquid nitrogen.

Isolation of colonic leukocytes and flow cytometry analysis

Immediately after harvesting, distal colon was cut into 5mm pieces and transferred into a solution of
HBSS containing 0.752Units/ml of Liberase TL (Roche Applied Science) and 0.1mg/ml of DNase |
(Roche Applied Science). Samples were incubated at 37°C for four digestion rounds (20 to 40 minutes
each). At the end of each round, samples were 40um filtered and washed with HBSS supplemented
with 0.1mg/ml DNase | and 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco). The remaining tissues were put
back into the digestion cocktail and shaken again at 37°C. Obtained cells were then settled on a Percoll
gradient. Shortly, cells were suspended in a 40% Percoll solution, layered on a 100% Percoll phase
before centrifugation (20 min, 2,300 rpm without break). Leukocytes recovered between the two
phases were washed in PBS and stained for flow cytometry analysis using direct labeled antibodies
against CD3-FITC (G4-18, BD Biosciences), CD4-PeCy5 (Ox-35, BD Biosciences), CD8a-Pe or
FITC (BD Biosciences), CD25-Pe (0Ox-39, BD Biosciences), Granulocytes (HIS48, eBioscience) and
FoxP3 staining kit (eBioscience). Isotype-identical antibodies served as controls. All experiments were
made using a FACS Canto Il (BD Biosciences) and all analyses were conducted with DIVA software
(BD Biosciences). Results are expressed as the percentage of positive cells among the total leukocyte

population.
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Sorting of CD4 and CD8 T lymphocytes

Separation of CD4 and CD8 T lymphocytes from draining mesenteric lymph nodes was done using
MACS technology (Miltenyi Biotech) according to manufacturer’s instructions. For the CD4
lymphocytes isolation, 1.108 total cells were stained with a biotin-coupled anti-CD4 antibody (OX-35,
BD Biosciences). After washing, cells were labeled with streptavidin MicroBeads (Miltenyi Biotech).
For CD8 cells, 1x10° total cells were incubated with CD8c. MicroBeads (Miltenyi Biotech). Stained
cells were then purified on LS columns. Cell purity was assessed by flow cytometry analysis and we

obtained on average 86.5% +1.7% and 71.5% £1.7% purity for CD4 and CDS8 cells respectively.

Measurement of sorted lymphocyte proliferation

Purified lymphocytes were seeded in triplicate into 96-well cell culture plates (75,000 cells per well
for CD4 and 150,000 cells per well for CD8) in RPMI 1640 medium (Invitrogen) supplemented with
10% FBS and 50mM pB-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich). Lymphocytes were stimulated with
20ng/ml of Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA, Sigma-Aldrich) and 5ug/ml of Concanavalin A
(ConA, Sigma-Aldrich). After 72 hours, BrdU was added and we waited an additional 24 hours to
reveal cell proliferation by chromogenic assay (Roche Applied Science) according to manufacturer’s

instructions. Results are expressed in nm (Optical Density).

Measurement of apoptosis on proliferating sorted lymphocytes

EdU proliferation kit (Click-iT EdU Flow Cytometry Assay Kit, Invitrogen) was combined to flow
cytometry apoptosis detection by Annexin V antibody (BD Biosciences). 5x10° cells were seeded in a
96-well cell culture plate in lymphocyte culture medium with EdU. After 22 hours, cells were
harvested, washed, stained for anti-Annexin V expression and EdU incorporation and finally analyzed
by flow cytometry. Results are expressed as the percentage of Annexin V positive cells among total

EdU proliferating cells.
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Immunohistochemistry

Paraffin embedded colons were cut into circular sections of 5um. Sections were deparaffinized,
hydrated and stained for MPO (Imgenex), Macrophages (CD68, AbDserotec), Mastocytes (toluidine
blue) and 11B-HSD1 enzyme (11B-HSD1, Rabbit polyclonal, LSBio). Staining was developed with
Histogreen substrate (E109; Abcys) and sections were counterstained with Fast nuclear red (S1963;

DakoCytomation), dehydrated and mounted.

Immunofluorescence

CD4 and CD8 cells were purified from MLN, fixed onto microscope slides and stained for TCR
activation using antibody against the activated form of p56lck (phosphor-Tyr 394, Santa Cruz).
Different conditions were analyzed: unstimulated cells, cells activated by anti-CD3 antibody (G4-18,
BD Biosciences, 1pg/ml), cells treated by 1uM dexamethasone (Sigma Aldrich) and cells activated by
anti-CD3 antibody after dexamethasone treatment.

MSC were cultured on Lab-Tek chamber slide system (Nunc) and stained for 113-HSD1 enzyme
(11B-HSD1, Rabbit polyclonal, LSBio) or control isotype (Dako). Staining was revealed using a
fluorescent secondary antibody (Goat anti-rabbit Alexa 568, Invitrogen) and DAPI (Vectashield
HardSet Mounting Medium with DAPI, Vector Laboratories). Samples were scanned using a confocal
microscope (LSM 780 NLO, Carl Zeiss Microlmaging, Germany) using a 405 nm and a 637 nm

LASER under a 20X water objective.

Protein extracts and ELISA

Colic mucosa was separated from muscularis propria by gentle dissection. Mucosa protein extracts
were obtained by tissue disruption in PBS with protease inhibitors (complete Mini, Roche) and stored
at -80°C until use. Protein measurement was done using a BCA assay kit (Sigma Aldrich). The

amounts of IL1P, MIP-2, IL8 and corticosterone in each sample were then determined by ELISA
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measurement, according to the manufacturer’s instructions (BD Biosciences, Invitrogen, USCN life)

and expressed for 100 pg of total protein extract (except for culture supernatant: 10° cells per ml).

Real-time quantitative PCR analysis

Total RNA were extracted from the mucosal samples with the RNeasy Mini kit (Qiagen) and cDNA
were obtained with the High Capacity Reverse Transcriptase cDNA kit (Applied Biosystems). Real-
time quantitative PCR was performed using Tagman gene expression assays (Applied Biosystems)

with GAPDH as housekeeping gene. Relative mMRNA was quantified using the AACt method.

Statistical analysis
Results are expressed as mean +SEM. Differences between groups were analyzed using the unpaired
student t test or non-parametric Mann Whitney test when necessary. P<0.05 was considered as

statistically significant.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1. MSC treatment induces no modification of innate immune cells recruitment nor of

cytokines secretion profile but decreases T lymphocytes number.

(A) Quantification of innate immune infiltration was done by flow cytometry analyses (FACS) using
anti-granulocytes (His48, BDbiosciences) antibody and expressed in percentage of leukocytes isolated
from rat colon. Shams (white bar, n= 13), irradiated animals (red bar) and irradiated MSC-treated
animals (green bar) were analyzed at 7 days (n=12 and 6), 21 days (n=9 and 20) and 28 days (n=11
and 8) post-irradiation exposure. Animal numbers are the same in all FACS analysis. (B) Neutrophils
infiltration was also analyzed 21 days after irradiation by immunohistochemistry using antibody
directed against myeloperoxidase (MPO) then cell infiltrate was scored (left panel). Middle and right
panels: staining on histological slides of macrophages (CD68) and mastocytes (toluidine blue
staining). Quantification was realized by scoring for macrophages or counted per circular section for
mastocytes. (C) Cytokine secretion was measured by ELISA on colonic mucosa protein extracts in
Shams (white bar), 21 days irradiated animals (red bar) and 21 days irradiated MSC-treated animals
(green bar). (D) Kinetic analysis of the percentage of CD4 (CD3+CD4+) and CD8 (CD3+CD8+) T
cells in total colonic leucocytes. All results are expressed as mean +SEM. S, p<0.05 versus sham

animals. I, p<0.05 versus irradiated animals. ND : Not Detected

Figure 2. MSC treatment decreases activation and proliferation of radiation-activated T

lymphocytes and increases apoptosis of proliferating cytotoxic lymphocytes.
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(A) Flow cytometry quantification of CD25 positive cells in colon, MLN and blood 21 days after
irradiation. (B) Percentage of CD4+CD25+ and CD8+CD25+ positive cells among total MLN cells 21
days after irradiation. (C) CD4 and CD8 sorted lymphocytes from MLN of the different groups 21
days after irradiation were induced to proliferate and assessed for BrdU proliferation assay. (D)
Measurement of apoptosis on proliferating cells was assessed ex vivo on purified CD8 from MLN of
each group, 21 days after irradiation. Freshly sorted CD8 T cells were incubated in culture medium
with EdU and analyzed for double staining EdU+AnexinV+ by FACS. All results are expressed as
mean £ SEM, animal number for each group is defined in Fig. 1 and experiments were done at least

twice. S, p<0.05 versus sham animals. 1, p<0.05 versus irradiated animals.

Figure 3. MSC treatment induces corticosterone secretion in irradiated colon.

(A) ELISA measurement of IL-10 colic secretion. (B) FACS detection of CD4+CD25+FoxP3+ triple
positive cells into total MLN cells. (C) ELISA measurement of corticosterone secretion. Shams (white
bar), irradiated rats (red bar) and irradiated MSC-treated rats (green bar). (D) Relative HSD11b1
MRNA expression in mucosa of irradiated and irradiated MSC-treated rats. Results were normalized
with GAPDH housekeeping gene and standardized to sham level (sham expression =1). (E)
Representative pictures of HSD11b1l immunohistochemistry (blue staining) on colic sections from
shams, irradiated and irradiated-MSC treated animals. All experiments were done 21 days after
radiation-exposure and results are expressed as mean +SEM. Animal number for each group is at least

six. S, p<0.05 versus sham animals. I, p<0.05 versus irradiated animals.

Figure 4. MSC or Dexamethasone treatment impairs TCR signaling onto CD4 and CD8 T cells

from irradiated animals.

(A) Schematic representation of glucocorticoids receptor interactions with TCR adapted from
Lowenberg et al. [19]. (B, C) Twenty-one days after irradiation exposure, CD4 and CD8 cells were

stained for phosphorylated p56-Ick kinase (P-lck) which is essential to TCR downstream signaling;
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Shams (white bar), irradiated rats (red bar) and irradiated MSC-treated rats (green bar). (B) Percentage
of P-Ick positive cells among total CD4 and CD8 T cells. Effect of corticosterone on TCR signaling
was verified ex vivo on T lymphocytes from irradiated rats incubated with 1uM dexamethasone.
Percentage of P-Ick positive cells is represented by orange bars. (C) To assess T cell response to
subsequent TCR stimulus, lymphocytes were ex vivo stimulated with anti-CD3 antibody before P-Ick
staining. Results are expressed as mean £SEM and are representative of two independent experiments
with 4 animals per group for each experiment. S, p<0.05 versus sham animals. I, p<0.05 versus

irradiated animals. NS, p>0.05 versus MSC-treated animals.

Figure 5. In vitro cultured MSC express HSD11b1 and produce corticosterone.

(A) Quantification of rat corticosterone by ELISA on 24h cultured MSC supernatant and MSC protein
extract. (B) MRNA expression of enzymes implicated in GC metabolism normalized with GAPDH in
cultured MSC. (C) Confocal microscopy imaging of HSD11b1l expression on cultured MSC. (D)
Relative mMRNA expression of enzymes following MSC stimulation normalized with GAPDH and
standardized to unstimulated MSC (unstimulated MSC=1). Results are expressed as mean +SEM and
experiments were done in triplicate on MSC derived from 3 different samples. S, p<0.05 versus sham

animals.

Figure 6. MSC treatment decreases activation and proliferation of T lymphocytes and increases

colonic corticosterone level even without radiation exposure.

(A) Quantification by FACS analyses of the percentage of CD25 positive cells in colon, MLN and
blood and (B) BrdU proliferation assay on MLN sorted CD4 and CD8 lymphocytes in shams (white
bar) and in sham MSC-treated animals (light green bar) 21 days after infusion. (C) ELISA
measurement of corticosterone secretion in shams and sham MSC-treated animals. All results are
expressed as mean £SEM. Animal number for each group is at least six. S, p<0.05 versus sham

animals.
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Figure 4
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Résumé de DParticle 2: Les cellules souches mésenchymateuses améliorent la
régénération épithéliale colique chez le rat : nouveaux espoirs pour traiter les maladies

intestinales radio-induites

Introduction

La radiothérapie est I’un des traitements de référence dans le cas des cancers de la sphere
abdomino-pelvienne. L’efficacité du protocole de radiothérapie requiert un compromis
optimal entre le contréle tumoral et la toxicité induite aux tissus sains, non-néoplasiques.
L’exposition des tissus sains aux rayonnements ionisants peut donner naissance a des
complications gastro-intestinales aigués et chroniques, appelées « pelvic-radiation disease ».
On estime que 5 a 10% des patients irradiés souffrent d’effets secondaires tardifs séveéres
(diarrhées, saignements rectaux, occlusions) apreés a leur radiothérapie.

Suite a I’irradiation, la modification du processus de régénération de I’épithélium colique va
aboutir soit a une perte de tissu (ulcération, apparition de fistules) soit a une cicatrisation
pathologique (fibrose). Une restauration rapide de I’intégrité de la structure intestinale est
donc essentielle afin de préserver I’homéostasie normale de la muqueuse. Dans le colon, la
structure épithéliale est maintenue grace a un processus de renouvellement permanant des
cellules épithéliales différenciées, assuré par la réplication et la différenciation de cellules
clonogeéniques localisées au sein de la crypte colique. Ces cellules souches intestinales (CSI)
peuvent étre identifiées a ’aide de marqueurs moléculaires tels que Lrg5, Sox9, Tert et Bim1.
Plusieurs stratégies pharmaceutiques basées sur la protection/suppression de la destruction des
cellules ou sur la stimulation du processus régénératif ont été testées afin de limiter les
dommages intestinaux radio-induits. Cependant, leur efficacité est actuellement limitée et de
nouvelles recherches sont nécessaires afin d’améliorer leurs effets. Les thérapies cellulaires a
base de cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont prometteuses dans de nombreux
modeles de Iésions coliques, et ont d’ores et déja fait leurs preuves lors d’essais cliniques.
Dans cette étude, nous avons tout d’abord évalué 1’impact du traitement par CSM sur les
Iésions induites dans notre modele d’irradiation colorectale localisée. Nous avons ensuite
¢tudié les différents mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans 1’obtention du

bénéfice observé. Les différentes études menées in vivo et in vitro nous ont ainsi permis de
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mettre en évidence plusieurs mécanismes a 1’origine de la régénération observée suite au

traitement par CSM.

Résultats

Dans un premier temps, 1’analyse histologique des résections chirurgicales pratiquées chez
des patients ayant subi une radiothérapie pour des cancers de la zone abdomino-pelvienne
nous a permis de constater la présence de zone ulcérées ainsi que de zones fibrotiques au sein
de la muqueuse colique irradiée. Dans notre modele expérimental d’irradiation colorectale
localisée a forte dose chez le rat, des Iésions similaires a celles observées chez les patients ont

pu étre retrouvées, et ce de fagon relativement précoce suite a 1’irradiation (1 a 8 semaines).

L’utilisation de CSM issues d’animaux transgéniques exprimant constitutivement la GFP
(Green Fluorescent Protein) nous a permis de détecter la présence des CSM injectées au sein
de la muqueuse irradiée. Les cellules ont ainsi pu étre retrouvées dans la sous-muqueuse et
pres des vaisseaux mésentériques jusqu’a 7 jours apres 1’injection. L’analyse de la présence
des CSM dans le sang a été réalisée en utilisant la capacité des CSM a former des colonies
fibroblastiques (CFU-F) en culture. Trois jours aprés leur injection, on retrouve 2,5 fois plus
de CSM dans le sang des animaux traités que chez les animaux ayant recu le placebo.
Cependant, les cellules ayant formé les CFU-F en culture se sont révélées étre négatives pour
I’expression de la GFP, indiquant une origine médullaire des CSM. Cette mobilisation des
CSM endogenes suite au traitement par CSM est en outre associée a une augmentation du

chémoattractant SDF-1a, suggérant I’existence d’un lien entre ces deux phénomeénes.

L’analyse histologique de la structure colique suite a I’irradiation et au traitement par CSM a
montré une amélioration du score 1ésionnel 7 et 14 jours apres 1’exposition et le traitement par
CSM. Ce bénéfice se traduit par une amélioration du processus de ré-épithélisation donnant
naissance a des cryptes atypiques, ainsi que par une augmentation de la création de nouvelles
cryptes via le phénomene de « crypt branching ». En outre, 1’analyse immunohistochimique
des protéines formant les jonctions serrées, indispensables au maintien de 1’intégrité¢ de la
barriere épithéliale, montre que leur expression, diminuée suite a I’irradiation, redevient

similaire a celle des animaux non-irradiés suite au traitement par CSM. Ces résultats montrent
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donc que le traitement par CSM permet d’améliorer le processus de régénération colique post-

radique.

Nous avons par la suite étudié les mécanismes impliqués dans cette amélioration du processus
régénératif par les CSM. Afin de reproduire in vitro les effets observés in vivo, nous avons
mis au point un modele d’interaction entre des cellules épithéliales intestinales (IEC18) et les
CSM. Le mécanisme d’action supposé étant un effet paracrine via la sécrétion des facteurs de
croissance, nous avons irradié des cellules IEC18 et les avons cultivées en présence ou non de
milieu conditionné de CSM. L’impact de la présence du milieu conditionné de CSM a été
évalué en mesurant la prolifération des cellules IEC18. Cette technique nous a permis de
constater que la culture en présence de milieu conditionné de CSM permet d’augmenter la
capacité de prolifération des cellules épithéliales irradiées (+31,55% de cellules). Nous avons
ensuite réalisé une analyse des molécules pro-proliférantes sécrétées par les CSM. Dans nos
conditions de culture, les 9 facteurs connus pour faciliter la réparation de la muqueuse
intestinale sont exprimés. Afin d’évaluer le role de chacun, nous avons utilisé des inhibiteurs
spécifiques que nous avons ajoutés a notre milieu conditionné de CSM et avons évalué
I’impact de chaque blocage sur la prolifération des cellules IEC18. Nous avons ainsi pu
constater que si I’inhibition totale des voies de prolifération Wnt inhibe 1’effet bénéfique du
milieu conditionné de CSM, cet effet est li¢ a ’inhibition d’une voie des Wnt particuliére, dite
non-canonique, et impliquant spécifiqguement la molécule Wnt4, sécrétée par les CSM en

culture.

L’irradiation provoque une diminution du nombre de cellules proliférantes au sein de la
muqueuse colique deux semaines aprés I’exposition. Le traitement par CSM permet en
revanche de d’augmenter le nombre de cellules proliférantes de 32,1% par rapport aux
animaux irradiés ayant recu le placebo. Le traitement par CSM permet également
d’augmenter I’expression génique des marqueurs de SCI Sox9 et Tert. Cette augmentation de
Sox9 a également été retrouvée lors de I’analyse immunohistochimique des coupes de colons
issus d’animaux irradiés et traités par CSM. Cette restauration du nombre de cellules Sox9
positives est accompagnée d’une augmentation de I’expression génique de Wnt4 au sein de la
muqueuse colique, confirmant I’implication de la voie non-canonique des Wnt observée in

vitro.
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Enfin, nous nous sommes intéressés a 1’efficacité thérapeutique du traitement par CSM de
lésions radio-induites non plus précoces mais établies. Nous avons donc choisi d’injecter les
CSM non plus immédiatement apreés ’irradiation mais 3 semaines apres, lorsque les 1ésions
sont déja établies. Des injections répétées de CSM a nos animaux irradiés nous ont permis de
mettre en évidence une amélioration de la survie des animaux traités par CSM par rapport aux
animaux ayant recu le placebo. Les analyses menées en histologie et par coloscopie nous ont
permis de mettre en évidence une amélioration de la gravité des lésions suite au traitement par
CSM. Tout comme pour le protocole précédent d’injection précoce, cette amélioration de la
gravité des lésions a pu étre corrélée avec une augmentation du nombre de cellules Sox9

positives ainsi que de I’expression de Wnt4 par les cellules épithéliales.

Conclusions

Les résultats obtenus au cours de cette étude démontrent pour la premiere fois le bénéfice
thérapeutique apporté par 1’utilisation de CSM dans le traitement des lésions coliques radio-
induites séveres. Cet effet bénéfique a pu étre observé aussi bien lors du traitement précoce,
i.e. immédiatement aprés 1’irradiation, que tardif, i.e. 3 semaines aprés I’irradiation. Cette
étude constitue donc une premiére approche nous permettant d’envisager d’adapter la thérapie
par CSM au traitement des patients souffrant de « pelvic-radiation disease ».

Dans cette étude, nous avons également pu mettre en eévidence une mobilisation des CSM
endogénes suite a I’injection de CSM exogenes aux animaux. Cette mobilisation des cellules
endogenes pourrait permettre de poursuivre la régénération tissulaire méme si les cellules
injectées ne sont retrouvées que transitoirement au sein de I’organisme.

D’un point de vue mécanistique, notre étude montre que le traitement par CSM permet de
maintenir la capacité de prolifération, et de ce fait le potentiel de régénération, de I’épithélium
colique, tous les deux altérés suite a I’irradiation. La sécrétion par les CSM d’une grande
variété de molécules bioactives est impliquée dans un grand nombre de leurs effets
bénéfiques. Dans notre modele, le traitement par CSM augmente la sécrétion paracrine de la
molécule Wnt4 par la muqueuse colique, qui semble étre a 1’origine de la stimulation de la
prolifération des cellules Sox9 positives observée et qui permet d’améliorer le renouvellement
épithélial.

Cette ¢tude fournit des €léments montrant que I’utilisation thérapeutique des CSM limite les

effets nocifs de I’irradiation sur 1’épithélium colique via une amélioration du processus
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endogene de régénération épithéliale L’une des caractéristiques majeurs de la « pelvic-
radiation disease » est que d’autres organes, tels que la vessie, peuvent également a long
terme développer des lésions radio-induites qui vont venir amplifier les effets secondaires
déja présents. Dans ces cas d’atteintes multi-organes, les CSM présenteraient un avantage
thérapeutique certain puisque leur utilisation en médecine régénérative afin de réparer

différents organes (vessie, foie, rein, ...) a déja été largement décrite dans la littérature.
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ABSTRACT

BACKGROUND & AIMS: Patients who undergo pelvic radiotherapy may develop severe chronic
gastrointestinal lesions and complications, the condition labeled as “pelvic radiation disease”. The lack of
curative treatment and the potential severity of the disorder highlight the importance of novel and effective
therapeutic strategies. We, thus, tested the therapeutic benefit of mesenchymal stromal cells (MSC) treatment
and proposed molecular mechanisms of action.

METHODS: Histological studies of epithelial damages of the colon were carried out from resections performed
in patients with colorectal adenocarcinoma and subjected to preoperative pelvic radiotherapy. MSC efficacy was
tested in an experimental model of radiation-induced similar severe colonic ulceration to those observed in
patients. Rats were subjected to 27-Gy colorectal irradiation. In this model, MSC (5x10° cells) were
administered intravenously, immediately or three weeks (established lesions) after irradiation and analysis were
performed 1, 2, 8 or 21 weeks after irradiation.

RESULTS: Injected-MSC engraft in the colon but also increase endogenous MSC mobilization in blood (with
plasmatic SDF-1o. increase). MSC therapy reduces radiation-induced colonic ulcers by improving the epithelial
regenerative process. MSC infusion increases the proliferation of epithelial cells through paracrine mechanisms
involving non-canonical Wnt4 pathways. Proliferating cells are also positive for SOX9 progenitor/stem cell
marker. The regenerative potential of MSC could be due to their ability to maintain some active progenitor/stem
cells with the ability to proliferate.

CONCLUSIONS: This study constitutes a first approach to arguing in favor of the use of MSC for

compassionate applications to reduce irreversible pelvic radiotherapy-induced gastrointestinal complications.

Keywords: Radiotherapy Side Effects; Regenerative Medicine; Intestinal Stem Cells; Non-Canonical Wnt4

Pathways
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INTRODUCTION

Radiotherapy is an established part of treatment of both primary and recurrent pelvic malignancies, including
colorectal, urologic, and gynecologic cancers. The efficacy of pelvic radiotherapy requires an optimal
compromise between tumor control and toxicity to healthy, non-neoplastic tissues. As a result of radiotherapy,
non-neoplastic tissue around the tumor can be damaged, leading to acute and/or chronic gastrointestinal
complications, the condition labeled as “pelvic-radiation disease” by Andreyev et al * Advances in the quality of
radiation treatment have improved tumor control, increasing the number of cancer survivors suffering from
treatment-related adverse effects. It is estimated that 90% of patients subjected to pelvic radiotherapy develop
acute side effects (nausea, alternation of diarrhea and constipation, vomiting and abdominal pain) with
permanent changes to their bowel habits. Half of these patients report that their quality of life is reduced. After
20 years, 20% of patients develop severe late side effects (diarrhea, rectal bleeding, tenesmus and occlusion)?

associated with high morbidity and mortality.

After irradiation, death of proliferating stem cells, microvascular apoptosis and local ischemia can disrupt
epithelial renewal. Moreover in the gut, impairment of the epithelial barrier may result in increased penetration
and absorption of toxic and immunogenic factors, leading to uncontrolled immune response and homeostatic
imbalance in the epithelium. Disturbance of the repair process can lead to loss of tissue (ulceration, fistula) or
pathological healing (fibrosis). Thus, rapid resealing of the epithelial surface barrier following injury is essential
to preserve normal homeostasis. Colorectal epithelium is maintained by an intricate cell-replacement process in
which terminally differentiated epithelial cells are continuously and rapidly replaced by replication and
differentiation of clonogenic epithelial cells located within the colonic crypts. The recent identification of
intestinal stem cell (ISC) markers such as Lgr5, Sox9, Tert and Bmil, made it possible to distinguish two
functionally distinct 1SC populations during homeostasis and the injury repair process. Lgr5+, Sox9+ mark the
rapidly dividing cells and identify a population of cells capable of forming in vitro organoids.>® In support of
Potten’s initial hypothesis, the ISC field has recently evidenced the presence in the intestine of Sox9+, Bmi+ and

mTert+ slow-cycling cells playing an important role in the regenerative process.®®

To minimize radiation damage to the intestine, several pharmaceutical strategies have been considered, based on
the protection/suppression of the destructive process (TFF3, GLP2) or stimulation of the regenerative process
(1111, KGF and R-Spondin). However, their efficacy is limited and further research is needed to investigate their

safety and efficacy in patients. To date there are no effective FDA-approved therapeutic agents for improving
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significantly intestinal radiation-induced lesions.”® Stem cell-based approaches using MSC have proved
promising for the development of future therapeutic approaches. In mouse models of inflammatory bowel
disease, MSC injection reduces the severity of colitis, prevents recurrence of the disease and reduces animal
mortality.** In clinical trials, MSC treatment induces therapeutic benefits in patients with graft-versus-host
disease™ or Crohn’s disease,"® suffering from gastrointestinal disorders such as peritonitis or rectovaginal and
perianal fistulas respectively. Moreover, long-term follow-up of patients undergoing MSC administration affirms

the safety profile of the treatment.**

In this study we used a rat model of radiation-induced injury, with mucosal damage histologically similar to that
seen in patients treated by radiotherapy. In this context, we assessed the ability of MSC to improve epithelial
integrity. We also analyzed the involvement of molecular signaling pathways on epithelial cells regulation in

vitro and in vivo after MSC treatment.

MATERIALS AND METHODS

Cell Cultures

Rat Bone marrow MSC were obtained as previously described in the literature.® For the MSC-conditioned
medium preparation, MSC were seeded at 2x10° cells in 75cm? flasks and cultured overnight in media
without fetal calf serum (FCS). The supernatant was then collected and frozen and the cells were counted.
IEC-18 were obtained from ATCC (ref ATCC-CRL-1589, Manassas, VA) and cultured in DMEM, high glucose
(Invitrogen) supplemented with 5% FCS, 1% PS and 1% Glutamine (Gibco-BRL; Invitrogen). Cells were seeded
at 60,000 cells/well in 6-well plates, starved for 24 h without FCS, irradiated or not at 15-Gy with a **’Cs source
(1.1 Gy/min). Immediately after irradiation, MSC-conditioned medium or medium alone was applied to the cells
with or without inhibitors of different signaling pathways. After 48 h, supernatants were collected for protein

analysis and IEC-18 were trypsinized and numbered.

Animals, Irradiation and MSC injection

All experiments were performed in compliance with French laws and guidelines for animal experimentation (Act
n0.92-333) and approved by the IRSN Ethics Committee. The 300g wild-type male Sprague-Dawley rats were
purchased from Charles River Laboratories (France). Animals were anesthetized by isoflurane inhalation and a

single 27-Gy dose was delivered from a ®°Co source through a 2x3 cm window centered on the colorectal region.
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Immediately after irradiation (preventive protocol) or three weeks after irradiation, then every 15 days (late and
iterative protocol), 5 million MSC were injected into the tail vein of the anesthetized rat. Colonoscopy analyses

were performed over time on anaesthetized rats using a pediatric bronchoscope (Pentax, France).

Rat and Human Tissue Samples
Rats were killed 1 or 2 weeks (preventive protocol) and 8 or 21 weeks (late protocol) after irradiation. Blood and
colon were collected for analysis.
Human tissue was obtained following institutional ethical guidelines (Gustave Roussy Institute) and French

Medical Research Council guidelines.

Statistical Analysis were performed using unpaired Student’s t-test, non-parametric Mann Whitney test or a one
way ANOVA followed by a Tukey-test, with P<0.05 considered significant.

Full methods available in Supplementary Information

RESULTS

Histopathology of Colorectal Radiation Injury in Patients Subjected to Pelvic Radiotherapy and in a Rat
Model.

Histologic examination of normal human mucosa revealed numerous organized crypts lining dense muscularis
mucosa (Figure 1A-a). In the irradiated field, characteristic damage is observed, which can be separated into
dystrophic and fibronecrotic zones. In dystrophic areas, mucosal lesions consist of atypical crypts and edema
(Figure 1A-b). In fibronecrotic areas, crypts are almost completely absent and mucosa is replaced by intense
inflammatory cell infiltrate (Figure 1A-c). Non-healing mucosal ulcers are usually associated with fibrosis,
which affects the mucosa and sub-mucosa with dense extracellular matrix deposition (Figure 1A-d). In our
experimental model of rats subjected to colorectal irradiation, histopathological lesions were similar to those
seen clinically. Indeed, irradiation induced apoptotic crypts and sub-mucosal edema 1week after irradiation. At 2
weeks, we observed dystrophic zones or fibronecrotic zones. Substantial sub-mucosal edema was also visible
(Figure 1B-b). Eight and 21 weeks after irradiation, fibronecrotic areas in mucosa and sub-mucosa were also
observed (Figure 1B-c). While atypical crypts usually described as highly dividing cells could still be seen in the
lamina propria and the sub-mucosa (Figure 1B-d), there was a worsening of the lesion leading to transmural

fibrosis associated with vascular sclerosis and dystrophy of the muscularis propria.
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MSC Engraft in Colonic Mucosa and Improve Endogenous MSC Mobilization into Blood

MSC were prepared from bone marrow of green fluorescent protein (GFP)-transgenic SD rats, then verified for
GFP expression and injected intravenously in immunocompetent SD rats immediately after colorectal irradiation.
We analyzed MSC engraftment in colonic mucosa using immunohistochemistry. Experiments revealed the
presence of GFP cells in the sub-mucosa and in the mesentery, near the vessels, until one week after MSC
injection (Figure 2A). However, GFP-MSC injected couldn’t be detected after two weeks via this method. We,
then, tested the ability of MSC therapy to induce endogenous MSC mobilization in the blood. To quantify MSC
frequency in peripheral blood, we used their ability to form colony-forming unit-fibroblasts (CFU-F) in culture.
Morphology of blood-derived CFU-F was similar to those obtained from bone marrow (Figure 2B). Quantitative
analysis evidenced a 2.5-fold (p=0.011) increase in the number of blood-derived CFU-F, three days after MSC
treatment, in comparison with the irradiated group (Figure 2C). As CFU-F were GFP-negative, we can exclude
the presence of injected cells in blood three days after the treatment. At the same time, MSC treatment also
induced increase (P<0.05) in the level of chemoattractant molecule SDF-1a. in plasma compared to irradiated
animals (Figure 2D). These results suggest that mobilization of endogenous MSC into the bloodstream induced

by MSC-based therapy could be at least stimulated by the secretion of SDF-1c..

MSC Therapy Decreases Radiation-Induced Colonic Ulcers and Improves Epithelium Integrity

Quantification of the therapeutic potential of MSC infusion on epithelial injury induced by ionizing radiation
was analyzed on histological sections using HES coloration. Results demonstrated improvements in the
epithelial injury score at 1 and 2 weeks of 16.05% (p=0.022) and 25.48% (p=0.024) respectively (Figure 3A).
This therapeutic benefit is cell dose-dependent; indeed the injection of lower number of MSC (1x10° and
0.1x10°%) displayed no significant benefit on the radiation-induced epithelial injury score (data not shown).
Within the irradiated area, we observed a characteristic benefit of MSC therapy at 2 weeks with improvement of
the compensatory re-epithelization process that originates in atypical crypts with actively dividing epithelial cells
(Figure 3B). Newly-formed crypts are important for the epithelial regeneration process in the intestine and can
be achieved through crypt branching (Figure 3C-a). While the underlying mechanisms of crypt branching are
unknown, it has been suggested that crypt size is important in initiating this phenomenon. We used
morphometric analysis to evaluate crypt depth and counted the number of crypt branching per transversal section
located near the ulcerated zone. At 2 weeks, we observed increased crypt size in irradiated rats (363.07pum £5.7)

compared to controls (266.4pum +2.9), which was even greater in the irradiated, MSC-treated group (475.91um
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+8.9). This crypt size increase is associated with a higher number of crypt branching which is substantially
higher (p<0.001) in irradiated animals infused with MSC compared to irradiated animals not treated with MSC
(Figure 3C-b). The number of crypts per transversal section was also higher (p<0.001) in the irradiated, MSC-
treated group compared to the irradiated group (data not shown). After irradiation, we also observed, at the
margin of the ulcerated areas, edematous areas where crypt structure seems to have been preserved. We reported
functional changes in this zone, which are not observed after MSC treatment. Indeed, immunostaining
experiments reveal a decrease in adherent junction protein expression after irradiation, while this level of
expression is similar to the control after MSC treatment (Figure 3D). Furthermore, a radiation-induced reduction
of goblet cell content (i.e. acid mucus stained with alcian blue) was not reported after MSC treatment (Figure
3E). Altogether, these results demonstrate that infused MSC reduce radiation-induced ulcers by improving the

regenerative process not only in ulcerated areas but also in healthy margins.

MSC-Secreted Molecules Increase the Number of Crypt Epithelial Cells: Involvement of the Non-
Canonical Wnt Pathways

To analyze paracrine mechanisms of MSC action and signaling pathway involvement in the re-epithelization
process, we performed in vitro experiments using irradiated, non-transformed rat crypt epithelial cells (IEC-18)
cultured or not with MSC-supernatant (SN-MSC). In our culture conditions, rat MSC expresses BFGF, HGF,
KGF, 1111, R-Spondin, Wnt2, 4, 5 and 11 molecules, factors described as facilitating intestinal mucosal repair.
We also reported that SN-MSC increases the expression of BFGF, KGF, 1111 and Wnt4 by IEC-18 (Suppl. Data
1). We observed a 31.55% increase (p<0.001) in the number of irradiated IEC-18 in the presence of SN-MSC
(Figure 4A). Blocking PI3-K, MEK or JAK signaling pathways does not significantly modify the MSC-induced
benefit (Figure 4B). Although the three inhibitors were added at the same time to the culture medium, SN-MSC
increases the number of irradiated IEC-18 (data not shown), demonstrating non-redundant role of PI3-K, MEK
and JAK pathways. Nevertheless, blocking Whnts signaling pathways with CK1i cancelled out the benefit of SN-
MSC (Figure 4B). The use of DKK1, which specifically blocked canonical Wnt pathway, did not affect the
benefit of SN-MSC (Figure 4C). Canonical Wnt pathway is dependent on the stabilization of B-catenin and its
translocation to the nucleus. We validated the absence of this pathway involvement in analyzing p-catenin
localization by means of immunofluorescence on irradiated IEC-18. As GSK3 inhibitor induces stabilization of
intra-cellular B-catenin in irradiated IEC-18, incubation with SN-MSC maintains 3-catenin localized to the cell

membrane in irradiated IEC-18 (Figure 4D). Non-canonical Wnt pathways are the planar cell polarity (PCP)
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pathway and the calcium-dependent pathway (Wnt/Ca*"). Using specific inhibitors of these pathways, we
demonstrated significant loss of the benefit provided by SN-MSC (Figure 4C). Downstream signalization of non-
canonical pathways induces c-Jun phosphorylation. Western blotting analysis revealed an increase (p<0.05) of c-
Jun phosphorylation in irradiated IEC-18 after SN-MSC incubation (Figure 4E). These in vitro results
demonstrate that MSC, via paracrine mechanisms, increase the secretion of growth factors by crypt epithelial
cells, among them the non-canonical Wnt4 molecule. Moreover, MSC increase the number of crypt epithelial

cells through the non-canonical Wnt pathways.

After Colorectal Irradiation, MSC Therapy Induces Proliferation of Crypt Epithelial Cells and Increases
Wnt4 Ligand Expression

Epithelial proliferation was assessed by counting PCNA-positive cells per total cells of the crypt on sections of
the colon adjacent to the ulcer. Two weeks after irradiation, the number of proliferating cells per total cells of the
crypt has decreased in irradiated animals. At the same time, the increased proliferation observed in the irradiated,
MSC-treated group compared to the irradiated group is 32.1% (Figure 5A and 5B). We also demonstrated,
through gene expression analysis in colonic mucosa, that MSC treatment increases Sox9 and Tert ISC markers
(Figure 5C). Immunohistochemistry analyses with Sox9 marker allow us to distinguish low-expressing cells
(described as transit-amplifying progenitor cell zone) and high-expressing cells (described as cells with stemness
characteristics). As already demonstrated in the colon,® we found a majority of proliferating cells that also
express Sox9 at the bottom of the crypt. One and 2 weeks after irradiation, we observed a number decreasing of
sox9+ cells. The reduction is small for Sox9-low cells and drastic for Sox9-high cells. MSC treatment in
irradiated rats increases the number of Sox9-low cells compared to values obtained in irradiated animals (x1.44
at 1 week [p<0.001] and x1.48 at 2 weeks [p<0.001]). At 1 week, this number remains at the basal level (Figure
5D). MSC treatment also limits radiation-induced reduction of the number of Sox9-high cells and the major
effect (p<0.001) is detected at 2 weeks (x4.5 in irradiated and MSC treated rats versus irradiated rats) (Figure
5D). To evaluate molecules involved in crypt-cell proliferation, we performed in vivo analysis of growth factor
secretion (EGF, BFGF, IGF1/2, KGF and 1111), R-Spondin and Wnt gene expression (Wnt2, 3, 4, 5, 6 and 11) on
colonic mucosa. Except for Wnt4 gene expression, results do not evidence differences between irradiated and
irradiated, MSC-treated animals, similar to our in vitro findings (Figure 5E and Suppl. Data 2). Two weeks after
irradiation with or without MSC treatment, we observed an increase of Wnt4 immunostaining in epithelial cells

(Figure 5F). Quantification of Wnt4 expression using RT-PCR demonstrated a small increase in its expression
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after irradiation by 3.6 fold, and an even higher increase (p=0.003) by 2 fold, after irradiation and MSC
treatment (Figure 5E). Our results demonstrate in vivo MSC ability to maintain regenerative properties by
stimulation of proliferating colonic epithelial cells. This effect might be potentiated by an epithelial cell

autocrine regulation through the secretion of the non-canonical Wnt4 factor.

Analysis of the Therapeutic Efficacy of MSC on Established, Radiation-Induced Damage.

Three weeks after irradiation colonic ulceration are established. Iterative injections of MSC starting at this time
increase (p=0.005) animal survival (Figure 6A). Colonic lesions were also studied by endoscopy. Representative
pictures are presented in Figure 6B. We observed profound ulcerated areas with necrotic tissues in irradiated
rats. Hemorrhages and petechial vessels were also observed in numerous irradiated animals. In MSC-treated rats,
deep necrotic areas are less extensive and hemorrhages are less pronounced but petechial vessels are still
observed. Scoring of lesions on HES slides demonstrated muscular (p<0.001) and wvascular (p=0.001)
improvement at 8 weeks and 21 weeks respectively. Furthermore, we observed mucosal improvement at both
times (p<0.001 and p=0.004) (Figure 6C and 6D). Mucosal scoring includes epithelial atypia, re-epithelization
ability and size of the ulceration. All of these criteria were improved in MSC-treated compared to the non-treated
group. These results demonstrate improved mucosal structure in MSC-treated rats that could be explained by an
increased capacity of crypt epithelial cells, located at the margin of the ulcer, to proliferate (Figure 7A). As
previously described in preventive protocol (Figure 5), this was associated with an increase in Sox9 cells and

boosted Wnt4 molecule expression (Figure 7B).

DISCUSSION

The present findings demonstrate that a single dose of local irradiation induces severe colonic epithelial
alterations leading to chronic mucosal ulceration and fibrosis. In previous studies performed using the same
model, we showed that, in addition to epithelial lesions, irradiation also induces inflammatory processes and
vascular damage.'® '” These lesions seem to be similar to those observed in patients subjected to pre-operative
radiotherapy who develop side effects. Using this model we demonstrated, for the first time, the therapeutic
benefit of MSC on radiation-induced severe epithelial colonic ulceration. Therapeutic efficacy of MSC was
observed at all stages of lesion development (i.e. in established or non-established lesions) at the time of cell

treatment. This study constitutes a first approach to being able to argue in favor of the use of MSC for
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compassionate applications in order to try to reduce irreversible, pelvic radiotherapy-induced gastrointestinal
complications. We provided evidence that MSC therapy maintains the proliferative ability, and therefore
regenerative potential, of the colonic epithelium, which is lost after irradiation. Our study postulates the
paracrine mechanisms of MSC action, in which Wnt4, though non-canonical pathway activation, might play a
major role in the stimulation of Sox9-positive progenitor/stem cell proliferation and therefore in the
improvement of epithelium renewal.

MSC-mediated secretion of a broad range of bioactive molecules induces more significant biological effects than

their ability to differentiate.'® As already demonstrated by Lee et al,*

in our model we observed a high number
of injected MSC trapped in the lung initially and until three days after their injection (data not shown). Lung-
trapped MSC have been reported to improve myocardial infarction through the abscopal effect.’® Such a
mechanism could also be responsible for the initial benefit induced by MSC on colonic epithelial regeneration.
In addition to the presence of MSC in the lung, we also observed transient engraftment of these cells in irradiated
mucosa. Accumulation of evidence shows that MSC are also capable of migrating into injured tissues after
intravenous delivery.? It has been hypothesized that MSC will engraft in tissue through the same mechanism as
leukocytes. Indeed many of molecules involved in the tethering, rolling, adhesion and transmigration of
leukocytes from the bloodstream into the tissue are known to be expressed on MSC.?* However, colorectal
irradiation leads to a local inflammatory environment that is unfavorable to the survival of MSC. Thus, the
secretion of regenerative factors by MSC engrafted in the colon was probably followed by their rapid removal.
This could explain the common difficulty in highlighting MSC engraftment in damaged tissues. We also
demonstrated that MSC therapy increases plasmatic SDF-1a, and endogenous circulating MSC. SDF-1a plays an
important role in the mobilization of MSC by down-regulating adhesion molecules that hold them in their
niche.?? Our study thus supports the idea that MSC therapy using secreted factors could enhance the pool of
endogenous MSC by mobilizing them from organ storage. This endogenous MSC mobilization could indirectly
ensure the continuation of tissue regeneration even if injected cells are partially lost. Mobilization of endogenous
MSC to promote tissue repair has already been reported after tissue damage®® ? but never after MSC therapy, as
was demonstrated in this study.

Intestinal epithelium undergoes rapid, continuous homeostatic renewal. Upon injury, the integrity of the
intestinal mucosal surface is rapidly re-established because of the epithelium’s powerful regenerative capability.
The ability of the host to respond to intestinal injury requires a highly orchestrated response involving migration,

proliferation and differentiation of the epithelial cells from the ISCs. Our study demonstrates that radiation-
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induced reduction of colonic epithelial cells with progenitor or stemness characteristics (Sox9+), is limited by
MSC therapy. Indeed, MSC treatment delays the reduction of Sox9-high cell number. Moreover, MSC therapy
reduces the decline of both Sox9-high and Sox9-low cell number. These effects are associated to an increase in
the number of proliferating cells in the colon crypt. Recent studies have demonstrated that following Lgr5+ cells
depletion (that are also Sox9-high) as a result of genetic mutation or irradiation, the number of slow-cycling cells
(Sox9-low) increases, giving rise to Lgr5-expressing cells®®. Moreover, during the regenerative process
following irradiation, Sox9-low slow-cycling cells acquire in vivo proliferative potential and exhibit the ability in
vitro to form organoids, whereas the same non-irradiated subset failed®. Altogether, results from various studies
suggest that crypt regeneration involves the activation of a subset of radiation-resistant, low-proliferating cells
that can adopt or dedifferentiate into a “stem cell-like” state® with high proliferation capacity. Our results are in
accordance with this concept and seem to demonstrate that after radiation injury, MSC therapy might improve
this process.

As previously described for bone marrow hematopoietic stem cells,?® MSC might be an essential component of
the intestinal epithelial stem cell niche, providing an optimal microenvironment for stem cell function.
Mesenchymal-epithelial paracrine interactions involved in ISC maintenance and activation depend on a large
array of signaling molecules. Wnt glycoprotein family is expressed specifically in the mesenchymal and
epithelial compartments in the adult intestine”® and the Wnt pathways have emerged as a key regulator of
maintaining epithelial homeostasis.”’ Our data support the assumption that MSC efficacy on the regenerative
process of colonic epithelium after its irradiation may involve the Wnt signaling pathway activation through
mesenchymal-epithelial paracrine interactions. Wnt glycoprotein family is a highly conserved ligand that acts
through the canonical (Wntl, 2 and 3) or non-canonical (Wnt4, 5a, 6 and 11) signaling pathways. Our in vitro
experiments show that the inhibition of canonical Wnt pathway by DKK1 does not modify the increase of
epithelial cells induced by SN-MSC. Similarly, recent in vivo data has demonstrated that the canonical Wnt
antagonist DKK1 does not modify epithelial proliferation in the colon.?® We also reported by both in vitro and in
vivo experiments that SN-MSC or MSC treatment respectively does not induce B-catenin nuclear translocation in
colonic epithelial cells, usually observed after canonical Wnt pathway activation. We, thus, can exclude the
involvement of canonical Wnt pathway in MSC ability to induce mucosal regeneration of the colon in a context
of radiation-induced its alteration. By contrast, in the small intestine, the canonical Wnt signaling pathway has
been shown to accelerate radiation-induced 1SC proliferation.?® Such controversial results could be explained by

the differential responsiveness of segments of the digestive tract to canonical Wnt agonists/antagonists or to the
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relative abundance of Wnt agonists in the colon.?® We clearly show in vitro an involvement of non-canonical
Whnt pathways in MSC-induced the increase of epithelial cells and our results also suggest a MSC ability to
stimulate autocrine regulation of epithelial cells through the secretion of Wnt4 factor. Our in vivo study points in
the same direction. We, thus, demonstrated that after irradiation, MSC treatment stimulates epithelial
proliferation and increases the number of Sox9-high positive cells associated with an increase in Wnt4
expression by colonic epithelial cells. Altogether, these data support the involvement of the non-canonical Wnt4
pathway in the capability of MSC to increase progenitor/stem cells activation and therefore to favor the epithelial
regenerative process of the colon after radiation-induced its epithelium ulceration. In regenerative medicine, it
also been demonstrated in a hindlimb ischemia model that MSC-secreted Wnt4, which increases with hypoxia,
plays a primordial role in vascular and skeletal muscle fiber regeneration.*® Another study also demonstrated that
MSC genetically engineered to express Wnt-4, enhance osteogenesis and improve the repair of craniofacial
defects.*

Canonical and non-canonical Wnt pathways act via Frizzled family receptors and it has been demonstrated that

Lgr5 (R-spondin receptor) associate with Frizzled in p-catenin signaling,®

reinforcing the notion that Wnt
signaling and stem cell biology are closely related.® Moreover, Lgr5 can also act through the non-canonical
signaling pathways depending on the availability of molecules.* In the colon, Sox9-high positive cells are also
Lgr5.° However, we were not able to set up Lgr5 immunostaining in rat colon to confirm this observation. In our
model, R-spondin (ligand of Lgr5) is expressed in colonic mucosa but its expression is not modified after MSC
treatment (data not shown). However, we cannot exclude the synergy of R-spondin and Wnt molecules in
inducing non-canonical signaling and 1SC proliferation. 3 3*

Although various drugs have been already tested in clinic to reduce “pelvic radiation disease”, no agents have
been identified that are able to prevent or reduce intestinal radiation toxicity, which is the most important dose-
limiting factor during pelvic radiotherapy.’® This study provides evidence for the potential of MSC therapy to
limit the effects of radiation on the colon through enhancement of the regenerative process. A specific feature of
“pelvic radiation disease” is that other organs such as the bladder may also be altered in the long term, leading to

intensified side effects .» In this case, MSC treatment provides a significant therapeutic advantage since its use in

regenerative medicine for the restoration of many organs (bladder, liver, kidney...) has been widely described™*

13
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Additional studies are underway in our laboratory to confirm the benefit of MSC treatment on radiation-induced
colonic damage in mini-pig model which could offer new therapeutic perspectives for the treatment of patients

suffering late damages induced by pelvic radiotherapy.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: (A) Representative pictures of human colorectal lesions induced by preoperative radiotherapy (total of
45-Gy delivered in 2-Gy fractions) after 6 weeks in patients treated for adenocarcinoma. Colorectal tissues
outside (a) or inside (b, ¢, d) of the irradiated zones. (B) Representative pictures of colorectal lesions induced in
rats by 27-Gy (single dose) irradiation (a) Sham, (b) irradiation at 2, (c) 8 and (d) 21 weeks. Tissues are stained

with hematoxylin-eosin-saffron (HES).

Figure 2: (A) Detection of GFP-MSC (black arrow) in irradiated colonic sub-mucosa (a, b) or mesentery (c), 1

week after injection using GFP-specific antibody. (B) Mobilization of endogenous MSC in blood. Comparison
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of MSC morphology in blood CFU-F or bone marrow CFU-F. (C) Quantification of CFU-F number per 15x10°
plated cells (n=11 for each group) and (D) Detection of SDF-1a by ELISA in plasma three days after irradiation

(n=8 for each group).

Figure 3: (A) Epithelial injury score. (B) Representative histological pictures of atypical crypts 2 weeks after
irradiation and irradiation combined with MSC treatment in the ulcerated zone. (C) Quantification of crypt
branching number per circular section. (D) Representative pictures of adherent junction staining by
immunohistochemistry using anti-p-catenin antibody (blue staining without counterstaining) and (E) mucin
secretion by alcian blue coloration 2 weeks after irradiation in the healthy margins of the colon. In all

experiments n=8 for each group.

Figure 4: (A) MSC supernatant increases the number of IEC-18 after irradiation. Data are the mean of 9
independent experiments conducted in triplicate. (B) Inhibition of Akt (Ly294002), MEK (PD-98059), JAK1
and Whnts (CK1i) signaling pathways using specific blocking agents. (C) Inhibition of the canonical (DKK1) and
non-canonical (KN-93 and Ro31-8220) Wnt pathways. All results are expressed as a percentage of the MSC-
induced benefit. (D) Representative immunofluorescence staining to visualize B-catenin nuclear translocation in
irradiated IEC-18. (E) Representative western blot using an antibody against phosphorylated c-Jun or GAPDH

and quantification of 4 independent experiments normalized to GAPDH signal and expressed as mean +/-SEM.

Figure 5: (A) In vivo analyses of epithelial proliferation. Representative pictures of PCNA immunostaining
(blue staining) 2 weeks after irradiation. (B) Quantification of PCNA-positive cells per total number of crypt
cells. (C) Relative mRNA expression of ISC markers in colonic mucosa of irradiated and irradiated MSC-treated
rats. Results were normalized to GAPDH housekeeping gene and standardized to control level (control
expression=1). (D) Variation of Sox9 expression level in rat colonic crypt and quantification of Sox9-high and
Sox9-low-expressing cells by crypt. (E) Relative Wnt4 mRNA expression in colonic mucosa. (F) Representative
pictures of Wnt4 immunostaining (blue staining) 2 weeks after irradiation. In B and D no statistically differences
were observed between 1 week and 2 weeks control groups, control groups were pooled. In A, B, D, E and F

experiments n=8 for each groups. In C experiments n=6 for each group. * p<0.001 versus control groups.
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Figure 6: Established colon damage induced by ionizing radiation and therapeutic benefit of iterative injections
of MSC (injection 3 weeks after irradiation, every 15 days). (A) Comparison of animal survival between
irradiated (n=25) and irradiated, MSC-treated group (n=20); p value determined by log RANK test. (B)
Representative endoscopy pictures 18 weeks after irradiation (n=5 for each group). (C) Representative epithelial
damage visualized by HES coloration 8 and 21 weeks after irradiation. (D) Radiation injury score 8 and 21

weeks after irradiation (n= 6 for each group).

Figure 7: (A) Representative pictures of PCNA immunostaining (blue staining) 8 weeks after irradiation and
quantification of PCNA-positive cells per total number of crypt cells. (B) Representative Sox9 immunostaining 8
weeks after irradiation. Irradiation drastically reduces the number of Sox9-high cells restored after MSC
treatment and representative pictures of Wnt4 immunostaining in colonic mucosa. Eight weeks after irradiation,
Whnt4 expression cannot be detected in all analyzed rats, while Wnt4 expression in colonic mucosa of MSC

treated rats is higher than in the control group. In all experiments n= 6 for each group.

Supplementary Figure 1: In vitro expression analysis of molecular factors involved in the regulation of
epithelial cell number.

Expression analysis in MSC and IEC-18 alone and in IEC-18 cultured in SN-MSC. ND: not detectable

Supplementary Figure 2: In vivo expression analysis of molecular factors involved in the regulation of

epithelial cell number.Total proteins and RNA were extracted from colon mucosa of different groups and

analyzed by ELISA and RT-PCR respectively.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Supplementary datas

MSC IEC IEC Stimulation
expression expression by SN-MSC (fold)
EGF ND ND
< | PFGF -+ -+ x1,37
2 | HGF -+ ND
“1 ke -+ ++ X 1,47
1111 + ++ x 3,20
R-Spondin1 +++ L
Wnt1 ND ND
c
2 | wnt2 - -
g [ wnta ND -
o
3 | wntd ++ ++ x 1,17
g Wnt5 +++ ++
[+ 4
wnté ND ND
wnt11 ++ -+
Supplementary Data 1
700
[ Controls
600 W Irr
E M Irr+ MSC
2500 '
c
2
® 400 .
2 .
Lt
e
s 300 i
= E
£
@ 200
<
o
100
0 .
EGF bFGF IGF1 IGF2 KGF IL11
3
5
[
S .
2o
2 &“
X0
<2
27T
@ EE
zE
=
52
@
.
0
Wnt11 RSpo1

Supplementary Data 2

217



Reéesultats 3

218



Résumé des résultats 3: La thérapie par CSM isolées du tissu adipeux permet de

réduire les Iésions coliques radio-induite en inhibant les lymphocytes T

Introduction

Les méthodes d’irradiation anti-cancéreuses ont beaucoup évolué au cours des derniéres
décennies, aboutissant a une meilleure survie des patients traités. Bien que ces améliorations
aient permis d’augmenter la durée de vie des patients aprés la radiothérapie, cette survie
prolongée a ¢galement entrainé I’apparition de plus en plus de cas de 1ésions radiques tardives
des tissus sains entourant la tumeur. Les symptdmes gastro-intestinaux apparaissant suite a
une irradiation abdomino-pelvienne sont ceux ayant I’impact le plus important sur la qualité
de vie des patients. Le nombre grandissant de cas déclarés chaque année a amené les
spécialistes a nommer ces symptémes « pelvic-radiation disease ». Les lésions intestinales
radio-induites ont des composantes multiples, comprenant une destruction de la muqueuse
colique ainsi qu’une altération des fonctions contractiles du muscle intestinal. Bien que les
mécanismes a l’origine de ces conséquences néfastes ne soient pas encore ¢lucidés,
I’inflammation radio-induite est reconnue comme étant 1’un des intervenants majeur du
processus lésionnel. Les thérapies a base de cellules souches mésenchymateuses (CSM) ont
déja démontré leurs effets positifs dans le traitement de nombreuses pathologies
inflammatoires intestinales. Leurs effets immunomodulateurs et pro-régénérants en font de ce
fait des candidats intéressants dans le traitement des Iésions intestinales radio-induites
tardives. Nos précédentes études ont montré 1’efficacité¢ d’un traitement par CSM des 1ésions
radio-induites précoces et tardives. Dans cette nouvelle étude, nous nous sommes focalisés sur
I’utilisation de CSM issues non plus de la moelle osseuse mais du tissu adipeux, et avons
cherché a mettre en évidence le lien pouvant exister entre la régulation du processus

inflammatoire et I’amélioration du processus régénératif.

Résultats

Nous avons dans un premier temps analysé le bénéfice apporté par un traitement par CSM
issues du tissu adipeux sur les Iésions coliques radio-induites tardives. L’analyse histologique

des colons nous a montré une diminution de la gravité des ulceres chez les animaux traités par
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CSM une semaine aprés I’injection, soit 4 semaines aprés 1’exposition aux rayonnements
ionisants. Nous avons également mesuré la capacité du muscle circulaire colique a se
contracter sous I’influence d’un agoniste de I’acétylcholine, le carbachol. Si les animaux
irradiés montrent une diminution de la capacité contractile du muscle 4 semaines apres
I’exposition, les animaux traités par CSM 3 semaines apreés l’irradiation montrent une

restauration de leurs capacités musculaires une semaine apres le traitement.

Nous avons également analysé 1’impact d’un traitement tardif sur I’évolution du processus
inflammatoire radio-induit. De la méme fagon que dans nos études précédentes, le traitement
par CSM permet de ramener le nombre de lymphocytes T CD4 et CD8 présents au sein de la
mugqueuse colique irradiée a des niveaux témoins des 7 jours apres I’injection, alors qu’ils ne
cessent d’augmenter au cours du temps chez les animaux irradiés traités par placebo. Cette
diminution est également retrouvee dans le sang des animaux traités, montrant & nouveau

I’impact systémique de notre traitement.

Afin de déterminer I’impact de la diminution du processus inflammatoire sur la réparation de
la muqueuse colique dans le cadre du traitement par CSM, nous avons inhibé la réponse
immune adaptative grace a un anticorps bloquant le CD3. Cette technique nous a permis de
supprimer les lymphocytes T chez nos animaux sans impacter directement le processus de
régenération. Les animaux des groupes contrdles (non-irradiés et irradiés) ont quant a eux
recu le méme nombre d’injections de placebo (anticorps contrdle) que les animaux traités, soit
une injection par jour pendant les 7 jours correspondant a la quatrieme semaine post-
irradiation. L’inhibition des lymphocytes T a été trés concluante, avec une chute de 69,5%
chez les contr6les non-irradiés a seulement 18,05% chez les animaux traités. L’analyse des
dommages épithéliaux nous a montré une diminution de la gravité des lésions suite au
traitement par anti-CD3. De la méme maniére, 1’analyse de la contractibilité musculaire a
montré une nette amélioration des capacités contractiles du muscle colique suite au traitement

avec I’anticorps bloquant par rapport aux animaux irradiés ayant recu le placebo.

L’activation lymphocytaire est un élément majeur permettant 1’activation des fonctions
effectrices ainsi que la prolifération des lymphocytes T. Quatre semaines aprés 1’irradiation,
les lymphocytes T présents dans les ganglions mésentériques montrent un fort taux

d’activation, ainsi qu’une forte expression de 1’IL-2, spécifique de 1’activation lymphocytaire.
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Cette activation est accompagnée chez les lymphocytes T CD8 par une expression accrue du
couple Perforine/Granzyme, impliqué dans [’activité cytotoxique de ces cellules. Ces
différents paramétres sont en revanche diminués suite au traitement des animaux par CSM.

Nous avons eégalement évalué la capacité des lymphocytes T issus de nos animaux a coloniser
des animaux Nude, c’est-a-dire dépourvus de lymphocytes T fonctionnels. Une semaine apres
le transfert adoptif, I’analyse du sang et des ganglions mésentériques des animaux nude nous a
permis de mettre en évidence une colonisation plus importante chez les animaux ayant regu
des lymphocytes T provenant d’animaux irradiés-placebo par rapport a ceux ayant recu des
cellules provenant des animaux témoins ou traités par CSM. Cette différence dans la prise de
greffe semble en outre étre corrélée au niveau d’activation des lymphocytes T, puisque les
animaux ayant regu les lymphocytes T issus d’animaux irradiés-placebo montrent un fort taux

de positivité pour le marqueur CD25.

Enfin, nous avons analysé la présence de cellules apoptotiques au sein de la muqueuse
irradiée afin d’évaluer si I’activation lymphocytaire induite par 1’irradiation pourrait ou non
étre a l’origine d’une partie des lésions tissulaires tardives. Quatre semaines apres
I’irradiation, les animaux ayant recu le placebo montrent une quantité¢ élevée de cellules
apoptotiques. Les animaux traités par CSM montrent en revanche un taux de cellules
apoptotiques plus faible qu’en absence de traitement. L’effet le plus drastique est obtenu chez
les animaux ayant eté traités par anti-CD3, chez qui le nombre de cellules apoptotiques est
tres proche de celui détectable chez les animaux non-irradiés. En outre, un co-marquage des
cellules apoptotiques et des cellules CD3 positives montre une co-localisation de certaines
cellules, nous permettant de supposer une implication directe des cellules inflammatoires

adaptatives dans le phénomene d’apoptose tardive observé apres irradiation.

Conclusions

Notre étude permet de montrer que [’'utilisation de CSM issues de tissu adipeux dans le
traitement des lésions radio-induites établies est concluant. Nous avons ainsi été en mesure de
réparer une partie des Iésions tissulaires ainsi que d’inhiber fortement le processus
inflammatoire adaptatif établi. Le lien existant entre la dégradation muqueuse et le processus
inflammatoire post-radique est encore peu étudié. Dans cette étude, nous avons pu montrer

que la disparition du processus inflammatoire adaptatif permet une amélioration conséquente
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de la structure et de la fonction intestinale. Ce résultat nous pousse a penser que le bénéfice
observé sur les lésions suite au traitement par CSM pourrait en partie étre di a leurs effets

immunomodulateurs.
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Ad-MSC therapy reduces established radiation-induced colic lesions

by inhibition of T lymphocytes

Bessout R, Sémont A, Demarquay C, Durand C, Benderitter M and Mathieu N.
Institut de Radioprotection et de Sdreté Nucléaire (IRSN), PRP-HOM, SRBE, LRTE, Fontenay-aux-

Roses, France

ABSTRACT

Radiation proctitis is an insidious disease associated with substantial morbidity and mortality.
It results from the treatment of several cancers by radiotherapy in which normal rectal tissue is present
in the irradiation field. Chronic radiation proctitis is an increasing problem as more patients receive
radiotherapy and survive longer after treatment. Clinical expression of bowel complications associated
to radiotherapy resembles chronic bowel disease of other etiologies; however recent studies claim
differences and specialists proposed that complications following pelvic radiotherapy were recognized
as a new disease. There is no unified approach to the assessment and treatment of this disease partly
due to insufficient knowledge of the mechanism of radiation proctitis development. However,
unresolved inflammation is hypothesized to have an important role in late side effects. Stem cell-based
regenerative medicine is a promising approach as suggested by encouraging results from various
clinical trials. In this study, we propose to use mesenchymal stem cells isolated from adipose tissue to
improve damages induced by ionizing radiation. Experimental radiation proctitis was induced in rat,
colic damages were verified by histological score and functional circular muscle contractibility.
Increase number and activation of lymphocytes after irradiation were determined by molecular
analysis and adoptive transfer of T cells in nude rats. We also demonstrated the preponderant role of T
cells in late radiation-induced lesions using in vivo blocking experiment. Radiation established colic
damages were improved by Ad-MSC therapy as measured by histological score reduction and
restoration of muscle contractibility. We also demonstrated immunosuppressive effect of Ad-MSC

associated with a decrease number of apoptotic cells. Overall, our data demonstrated that radiation-
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activated lymphocytes participate to chronic lesions observed in radiation proctitis and that Ad-MSC
in reducing their activity reduces colic damages. This suggests that Ad-MSC treatment may be used as

therapeutic treatment to radiotherapy side effects.

INTRODUCTION

Radiotherapy is an established part of cancer treatment which efficacy requires an optimal
compromise between tumor control and normal tissue damages. Cancer therapies increasingly achieve
cure with the significant progress in irradiation technique (IMRT) and protocols combining
radiotherapy with chemotherapy to sensitize tissue to ionizing radiation. Although this may enhance
the number of cancer survivors it also increases the risk of severe late effects. Radiotherapy is used to
treat more patients with pelvic cancer than any other tumor site. The gastro-intestinal symptoms
following pelvic radiation are those with the worst impact on quality of life. It is estimated that 90% of
patients subjected to pelvic radiotherapy develop acute side effects leading to permanent change in
their bowel habits. Gastrointestinal problems sometimes improve over a long period, but some adverse
effects can persist such as rectal bleeding, occlusion, tenesmus and diarrhea. Some of these effects are
progressive and in the end require operative intervention (up to 20% over 20 years). The growing
number of cases declared each year, partly due to progresses in the diagnostic of the newly described
“pelvic-radiation disease”, highlights the importance to understand the involved mechanisms and to
find effective therapies *.

Acute toxicity induced by pelvic radiation is associated with a variety of pathological changes,
detectable predominantly in the bowel mucosa. Damages to highly dividing progenitor cells impair
epithelium self-renewal inducing mucosal atrophy within few days after irradiation. Inflammation,
immune cells infiltration and tight junction disruption also occur. The resultant barrier dysfunction
leads to electrolytes imbalance and bacterial translocation exacerbating mucosal inflammation. The
development of inflammatory process leads to crypt dystrophy and severe ulceration. Delayed

radiation injury is characterized by abnormally sustained repair process which can progress to
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transmural fibrosis involving changes in all compartments of the colon wall. Late radiation toxicity is
complex, involving inflammation, excessive collagen deposition and vascular dystrophy. It is
accompanied by alteration of gastrointestinal motility with altered function of enteric nerves, intestinal
cells of Cajal (pacemaker cells of the gut) or/and muscle cells °. The altered motility pattern observed
after irradiation may influence the absorption of nutrients and may also be responsible of the
abdominal cramping and associated pain. Mechanisms underlying radiation-induced dysmotility are
not yet elucidated, however, it has been speculated that inflammatory response may be an important
element that may directly or indirectly produce alteration in gastrointestinal contractile activity. It has
been demonstrated that irradiation inhibits motility of the colon associated with diarrhea and
acceleration of the transit. However these disturbances seem to be independent of the neutrophil
infiltrate ®. In inflammatory bowel disease several reports demonstrated that immunological events are
closely correlated to motility disorders *°.

The lack of curative treatment and the potential severity of the disorders highlight the
importance of novel and effective therapeutic strategies for gastrointestinal complications after
radiation exposure. Stem cell-based approaches using mesenchymal stem cells (MSC) are promising
since numerous studies suggest their immunosuppressive and regenerative capacities. Several reports
demonstrated that allogeneic MSC are effective cellular therapies in the treatment of rodent models of
human diseases. They documented the clinical improvements observed in animal models using

6 7 infarct 8

systemically introduced MSC as therapy in models of intestinal inflammation
neurological diseases ° as well as diabetes *°. These findings have encouraged the use of MSC in
clinical trials to treat GVHD, multiple sclerosis, systemic lupus erythematous and Crohn’s disease,
among others. The MSC capacity to regulate the immune response is independent of the CMH
complex, which explains the so-called “immunoprivileged” status of MSC that allows their successful
allogeneic transplantation in several animal models. Besides MSC isolated from bone marrow, two

other major sources of MSC, umbilical cord blood and adipose tissue, have been described to have

similar properties. The later have emerged as an attractive alternative because it can be obtained in
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large quantity in subcutaneous adipose tissue (Ad-MSC), and are thus more easily used in clinic.
Moreover, Ad-MSC share some of the immunomodulatory properties that characterize BM-MSC **.

To go forward in the clinical use of MSC in the treatment of patients with severe radiation-induced
delayed side effects either after pelvic radiotherapy or after an accident *2, we analyzed in a rat model,
the ability of MSC obtained from adipose tissue to reverse established colic lesions induced by
irradiation. We also examine the part of the regenerative process versus the immunomodulatory

function after Ad-MSC treatment.

MATERIALS AND METHODS

Animals, treatments and sample collection

All experiments were performed in compliance with French laws and guidelines for animal
experimentations (ethical protocol number P09-10). The 300g wild-type male Sprague-Dawley rats
were purchased from Charles River Laboratories (France). Animals were anesthetized by isoflurane
inhalation and a single 27 Gy dose was delivered by ®°Co source through a 2x3 cm window centered
on the colorectal region. For MSC-treated groups, 5.10° autologous MSC were injected in the tail vein
of the rat 3 weeks after radiation exposure for irradiated MSC-treated animals. Cardiac puncture was
made under anesthesia. Collected blood was transferred in EDTA sample collection tubes and
centrifuged (2500rpm, 20min) to separate white blood cells from red cells and plasma. Mesenteric
lymph nodes and colorectum were sampled and transferred into calcium and magnesium free Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS, Invitrogen). For histological analysis, colorectum was fixed in 4%

formaldehyde and embedded in paraffin or freezed in liquid nitrogen.

Ad-MSC culture and characterization
Subcutaneous inguinal adipose tissue was removed, finely minced and enzymatically digested at 37°C
in DMEM containing 0.1% collagenase type I (Sigma-Aldrich, MO USA) for 30min, 3 times. The

digested tissue was filtered through 100 um filter and undigested debris was removed. Collagenase
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was then neutralized with culture medium containing 10% FBS. Cells were centrifuged at 1200 rpm
for 7 min and the supernatant containing mature adipocytes was discarded. Pellet was resuspended in
culture medium (MEMa containing 20% SVF), plated at 1000 cells by cm2 and cultured at 37°C in
humidified 5% CO2 with media changes after 3 days. After 6 days, the monolayer of adherent cells
was trypsinized, washed in PBS1X three times before injection in rats. The phenotype of amplified
Ad-MSC was verified by flow cytometry. The percentage of CD90 (clone OX-7; BD Biosciences) and
CD73 (clone 5F/B9 ; BD Biosciences) positive cells were analyzed and the absence of hematopoietic
cells was verified with CD34 (clone ICO115, Santa Cruz) and CD45 (clone OX-1; Becton Dickinson,
France) markers. On average, Ad-MSC expressed CD90 at 95.25% (+/-2.7), CD73 at 65.42% (+/-
18.9), CD34 at 1.45% (+/-1.01) and CD45 at 0.575% (+/-0.2). Isotype identical antibodies served as
controls. The potential of adipogenic, osteogenic and chondrogenic differentiation was also evaluated

as described by Rochefort et al.

Isolation of colonic leukocytes and flow cytometry analysis

Immediately after harvesting, distal colon was cut into 5mm pieces and transferred into a solution of
HBSS containing 0.752Units/ml of Liberase TL (Roche Applied Science) and 0.1mg/ml of DNase |
(Roche Applied Science) and incubated at 37°C for four digestion rounds. Obtained cells were then
settled on a Percoll gradient. Shortly, cells were suspended in a 40% Percoll solution, layered on a
100% Percoll phase before centrifugation (20 min, 2300 rpm without break). Leukocytes recovered
were analyzed by flow cytometry using direct labeled antibodies against CD3-FITC (G4-18, BD
Biosciences), CD4-PeCy5 (Ox-35, BD Biosciences), CD8a-Pe or FITC (BD Biosciences), CD25-Pe
(Ox-39, BD Biosciences). Isotype-identical antibodies served as controls. All experiments were made
using a FACS Canto Il (BD Biosciences) and all analyses were conducted with DIVA software (BD
Biosciences). Results are expressed as the percentage of positive cells among the total leukocyte

population.
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Contractibility

The contractility of freshly dissected rat colon was measured at 37°C in a 10 ml organ bath
filled with aerated Tyrode solution. Pieces of colon (0.5 cm) were mounted to monitor
contractility of the circular muscle under a tension of 1g, and changes in amplitude were
measured with an isometric pressure transducer (Harvard). After a stabilization period of 30
min, the colon was stimulated with increasing doses of Carbachol (5.10'8M — 5.10*M). After
each dose, the baths were drained and rinsed twice with medium. The colon was then allowed
to stabilize for 15 to 30 min more before the next stimulation. After the last Carbachol dose,
maximal colic contractile response was assessed using KCI. Dose-response curves to

Carbachol are thus expressed as a percentage of the maximal response obtained with KCL.

Administration of blocking antibody
Three weeks after irradiation animals were injected intraperitoneally with G4.18 CD3 blocking
antibody or irrelevant Ig control (BD Biosciences). Administration was made daily during 7 days and

animals received a total dose of 2mg of antibody.

Sorting of CD4 and CD8 T lymphocytes

Separation of CD4 and CD8 T lymphocytes from draining MLN was done using MACS technology
(Miltenyi Biotech) according to manufacturer’s instructions. For the CD4 lymphocytes isolation, 1.10°
total cells were stained with a biotin-coupled anti-CD4 antibody (OX-35, BD Biosciences) and then
purified using streptavidin MicroBeads (Miltenyi Biotech). For CD8 cells, 1x10° total cells were
incubated with CD8a MicroBeads (Miltenyi Biotech). Stained cells were then purified on LS columns
and pelleted for RNA preparation. Sorting efficacy was verified by Flow Cytometry (86.5% *1.7%

and 71.5%z=1.7% for CD4 and CD8 cells respectively).
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CD4 and CD8 adoptive transfer to nude rats

Nude male rats were purchased from Charles Rivers Laboratories and hosted into sterile conditions.
Animals were anesthetized by isoflurane inhalation and a single 20 Gy dose was delivered by *°Co
source through a 2x3 cm window centered on the colorectal region. One week after irradiation,
animals were injected intraperitoneally with 8.10° CD4 and 4.10° CD8 cells purified from either un-
irradiated, 4 weeks 27Gy irradiated or 4 weeks 27Gy irradiated and MSC treated rats. One week after
lymphocytes transfer, therefore two weeks after 20Gy radiation exposure, cardiac puncture was made
under anesthesia. Collected blood was transferred in EDTA sample collection tubes and centrifuged
(2500rpm, 20min) to separate white blood cells from red cells and plasma. Mesenteric lymph nodes,
jejunum and colorectum were collected. For histological analysis, colorectum and jejunum were fixed
in 4% formaldehyde and embedded in paraffin or freezed in liquid nitrogen. FACS analyses were
made on blood and lymph nodes cells to measure the immunological colonization of the rats by

transferred cells.

Real-time quantitative PCR analysis

Total RNA were extracted from CD4 and CD8 T cells with the RNeasy Mini kit (Qiagen) and cDNA
were obtained with the High Capacity Reverse Transcriptase cDNA kit (Applied Biosystems). Real-
time quantitative PCR was performed using Tagman gene expression assays (Applied Biosystems)

with GAPDH as housekeeping gene. Relative mRNA was quantified using the AACt method.

Immunofluorescence

Frozen colic tissue were cut into circular sections of 5um and stained with M30 Cytodeath, fluorescein
kit (Roche Applied Science) following manufacturer’s instructions or CD3 for T lymphocytes
localization. For CD3 staining, slides were fixed in 4% paraformaldehyde, permeabilized in PBS 0.1%
triton. Then, rabbit anti-human CD3 (Sigma Aldrich) was incubated for 1 hour and revealed with goat
anti-rabbit alexa 568 (Invitrogen). Slides were mounted with DAPI (Vectashield HardSet Mounting

medium, Vector laboratory) and visualized onto Leica microscope.
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Statistical analysis
Results are expressed as mean +SEM. Differences between groups were analyzed using the unpaired
student t test or non-parametric Mann Whitney test when necessary. P<0.05 was considered as

statistically significant.

RESULTS

Ad-MSC treatment decreases established colic damages induced by radiation

Three weeks after irradiation, damages to the rat colic mucosa were characterized by epithelial atypia,
mucosal ulceration, submucosal edema, inflammatory infiltrate, collagen deposition and vascular
dystrophy (data not shown). To reduce lesions induced by irradiation, ADMSC were intravenously
injected in irradiated rats and benefit on epithelial structure was scored 1 week after on histological
slides (Figure 1A). We observed a 28.1% reduction of the severity of the ulcer after Ad-MSC
treatment (Figure 1B). Contractibility of the colon is a primordial function allowing propelling of
ingested food. Thus, we measured colic circular muscle contraction in response to increasing doses of
carbachol in controls, irradiated and irradiated-AdMSC treated groups. Carbachol-induced
contractions were expressed as a percentage of the maximal response to KCI (Figure 1C). Dose
response analysis demonstrated that irradiation statistically decreases the contractile response to
carbachol compare to controls. After stem cells treatment, we observed that contraction ability of the

muscle is completely restored.

Ad-MSC treatment modulates radiation-induced T lymphocytes

We localized T cells in rat colon by immunofluorescence with CD3 antibody (Figure 2A). In controls,
T cells are widely detected in Peyer Patches by CD3 cell membrane staining (upper left panel).

Outside these zones few cells are detected in the lamina propria (upper right panel). After irradiation,
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an increased number of CD3 positive cells are detected. They are preferentially localized in the lamina
propria (lower left panel) but can also be detected in sub-mucosa and muscle (lower right panel). To
quantify lymphocyte infiltration after irradiation and irradiation and Ad-MSC treatment, we used flow
cytometry on colic leukocytes obtained after tissue digestion and percoll gradient enrichment. Results
obtained in colon demonstrate a statistic increase of the percentage of CD4 lymphocytes 3 weeks after
irradiation. At this time, animals were injected either with vehicle alone or with Ad-MSC. One week
after, the percentage of CD4 lymphocytes in vehicle -injected rats goes on increasing while it returns
to sham level in animals treated with MSC (Figure 2B, left panel). The percentage of CD8
lymphocytes increases 3 weeks after irradiation and returns to control at 4 weeks. Ad-MSC treatment
doesn’t modify the percentage of CD8 in the colon in these conditions (Figure 2B, right panel).
Quantification realized in blood demonstrated for both CD4 and CD8 lymphocytes a decrease of the

percentage after MSC treatment compare to untreated rats (Figure 2C).

Blocking T cells by CD3 antibody in irradiated animals improves colic structure and function.

Physiopathology of tissue damages induced by irradiation is complex because it combines stem cells
depletion and chronic inflammation leading to impaired wounding. MSC treatment is a promising
approach for the treatment of radiation effects since it exhibits regenerative and immunosuppressive
capacities. To determine the part of MSC immunosuppressive effect in improving colic structure and
function, we specifically blocked T cells using CD3 blocking antibody in irradiated animals and
analyzed the effect on irradiated colic tissues. Blocking or irrelevant Ig antibody was injected three
weeks after irradiation, daily during 1 week. The efficacy of the blocking antibody was verified by
flow cytometry on mesenteric lymph nodes. In irradiated animals injected with Ig antibody we
detected a mean of 69.5% of TCR positive T cells which falls to 18.05% after blocking CD3 antibody
treatment (Figure 3A). We analyzed epithelial damages on histological slides and results obtained after
scoring reveal a statistical decrease of the lesions severity in irradiated animals injected with blocking

CD3 antibody (Figure 3B). We also analyzed the effect of this treatment on muscle contraction (Figure
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3C). Controls and irradiated animals were injected by irrelevant Ig antibody. A statistic decrease of
muscle contractibility for the 5 10°, 10* and 5 10 M doses of carbachol was detected in irradiated-1g
animals compared to controls-Ig. In irradiated animals injected with blocking CD3 antibody, we found
an improvement of muscle contractibility which is not different from controls level for the 5 10” and
10 M doses of carbachol. The higher dose of carbachol (5 10* M) gave intermediate results with a
statistical improvement compare with irradiated-lg treated animals, however colic contractibility
doesn’t completely return to control-lg animals level. Altogether these results demonstrated the

importance of T cells on colic lesions induced by irradiation.

Activation of T cells in irradiated rats and reversion by Ad-MSC treatment

We analyzed the molecular activation of T cells four weeks after irradiation and its reversion by Ad-
MSC treatment. We analyzed expression of the CD25 marker (Interleukin-2 Receptor) on leukocytes
which is representative of their activation status. Results on figure 4 show that MSC treatment after
irradiation decreases statistically the percentage of CD25 positive cells compared with irradiated
alone. We also analyzed expression of pro-inflammatory cytokine (112) and cytotoxic genes on sorted
CD8 (perforin and granzyme B) isolated from draining mesenteric lymph nodes (MLN) (Figure 4B).
We determined an increase of 112 gene expression (by 5 fold compare to controls) which is statistically
decreased after MSC treatment. The same results were obtained for perforin and granzyme B gene
expression. We also analyzed the ability of CD4 and CD8 lymphocytes sorted from MLN from
controls, irradiated and irradiated-MSC treated animals to colonize nude rats (Figure 4C). One week
after transfer, blood and MLN lymphocytes from nude rats were analyzed by flow cytometry and
results showed an increased colonization of lymphocytes from irradiated rats (Figure 4D). Better
colonization seems to be related to increased activation status (CD25 Figure 4E). Altogether these

results demonstrate an increase in activation status of lymphocytes after localized irradiation
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characterized by high expression of CD25 surface receptor, pro-inflammatory cytokines expression

and increased ability to colonized immunodeficient rats, which is reversed by Ad-MSC treatment.

Ad-MSC treatment reduces apoptosis in colic tissue

We evaluated if T cells activated by irradiation could induce apoptosis, therefore participating in the
perpetuation of chronic lesions. We determined an increase number of apoptotic cells in colic mucosa
4 weeks after irradiation as demonstrated by the increase of Cytokeratin 18 (CK18) positive cells
(Figure 5). Apoptotic cells are mainly localized in the lamina propria surrounding the crypt and no
apoptotic cell could be detected in muscle layers. MSC infusion on established lesions induces a
statistic decrease of apoptotic cells compared to irradiated and non-treated animals. We also evaluated
apoptosis after CD3 blocking antibody treatment in the same conditions, and we also found a decrease

of CK18 positive cells number.

DISCUSSION

Despite constant progress in radiotherapy techniques, damages to normal gastro-intestinal tissues are
inevitably associated with radiation therapy of pelvic tumors. Late radiation damages to normal tissues
have not only a major impact on quality of life but also on overall survival. Moreover local symptoms
may be underestimated because physicians and patients may be more concerned with metastatic
disease or immediately life threatening conditions. By the way, treatments usually applied to manage
radiation side effect are only symptomatic. However, researches in mechanistic process of normal
tissue damages are important to pave the way for new therapeutic approaches to emerge. The complex
physiopathology of radiation-induced damages limits the efficacy of treatments. As described earlier,
ionizing radiation produces a burst of free radicals from the first minutes which causes DNA damages
13, 14

and proteins alteration inducing important cell apoptosis contributing to direct tissue injury

Stem/progenitor cell depletion and therefore subsequent impairment of epithelial self-renewal account
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for mucosal atrophy. In this study, to generate radiation-induced lesions similar to those seen in
patients suffering from the late side effect of radiotherapy, SD rats were irradiated at 27 Gy in a
colorectal window. Three weeks after irradiation, deep colic ulcer associated with oedema and
increase of immune cell infiltrate are observed, in accordance to colic tissue analysis from patients
suffering from late radiotherapy side effects °. It has been previously shown that MSC could reduce

" and rats

radiation-induced intestinal damages when injected before mucosal atrophy in mice
(unpublished data). To go further on clinical applications, in this study we addressed the question of
the efficacy of Ad-MSC injection on established irradiation damages. Thus, Ad-MSC were
intravenously injected 3 weeks after irradiation. Results demonstrated an improvement of colic
mucosa integrity and contractile function after one week. Hypothesis regarding the action mechanisms
of MSC therapy benefits rely on combinatorial effect on regenerative and inflammatory processes *°.
We previously demonstrated that MSC, injected before damages appearance in a regenerative model,
favor the re-establishment of cellular homeostasis by both increasing endogenous proliferation process
and inhibiting radiation-induced apoptosis ‘. However, various studies highlighted the
immunosuppressive abilities of MSC in vitro and in vivo ® *" which could participate to improve
inflammatory microenvironment and then allowing effective regenerative process. Indeed after
irradiation, chronic inflammatory response takes place and may play an important role in radiation
disease. In animal model, characterization of immune cells after late colo-rectal irradiation highlights
large infiltrate of innate immune cells as neutrophils, macrophages and mastocytes ‘2. We also found
an increase number as well as activation status of T lymphocytes after irradiation (Bessout, article 1)
and in this study we also demonstrated their ability to secrete cytotoxic molecules and to colonize
nude rats. Moreover, blocking T cells with CD3 antibody after irradiation reduces apoptosis, epithelial
lesions and improves circular colic muscle contractibility. To definitively demonstrate that T cells
from irradiated rats are involved in intestinal lesions, it will be necessary to analyze colic lesions in
rats adoptively transferred with T cells from irradiated rats compared with T cells from controls.

After Ad-MSC injection on established radio-induced lesions, associated to decrease colic damages

(structure, function and apoptosis), we observed a decrease of lymphocyte infiltrate, activation,
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expression of cytotoxic molecules and abilities to colonize nude rats. The aim of this study was to
analyze the part of the modulation of the regenerative process, the inflammatory process or both of
them by Ad-MSC treatment to reduce colic damages induced by irradiation. Contractibility
experiments demonstrate a complete restoration of muscle contractibility to sham level with Ad-MSC
treatment while blocking T cells alone improve contraction but doesn’t reach to sham level for the
higher carbachol dose. This favors the hypothesis that T cells activated by irradiation are not the only
mechanism by which Ad-MSC treatment improves late radiation-induced colic damages. Comparison
of epithelial score of experiments using CD3 blocking antibody after irradiation (T cells are
specifically blocked) with epithelial score of irradiated rats treated with Ad-MSC, gave similar results.
However, scoring of epithelial lesions on histologic slide is a macroscopical view, it will be necessary
to analyze the regenerative capacity of colic mucosa through analyzing epithelial cells proliferation
using PCNA immuno-staining. Indeed, in this model we previously demonstrated that MSC increase
epithelial cells proliferation at the margin of the ulcer, increasing crypt size and crypt branching
leading to the reduction of ulcer size (unpublished data). Counting PCNA positive cells in irradiated
rats injected with blocking CD3 antibody compared with irradiated Ad-MSC treated rats could give
interesting data of the effect of radiation-activated T cells on the proliferative process.

In the present study, we demonstrated that MSC derived from adipose tissue are able to reduce
established colic damages similar of those seen in patients suffering of late radiotherapy side effects.
We also characterized activation of T lymphocytes 3 and 4 weeks after irradiation and analyze their
modulation after Ad-MSC treatment. To analyze the involvement of T lymphocytes from irradiated
rats on colic damages, we blocked specifically T cells by CD3 antibody. Results showed decrease of
apoptosis, improvement of epithelial structure and muscular function. Even if more experiments are
necessary, these results demonstrate the preponderant role of MSC immunosuppressive ability to
reduce the inflammation in the microenvironment after irradiation and then improving the wounding

process.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1. (A) Representative HES staining of colorectum from shams, 4 weeks irradiated and
irradiated-Ad MSC treated animals. (B) Scoring of epithelial radiation-induced lesions in irradiated
(black; n=6) and irradiated with Ad-MSC treatment (Grey; n=6) (C) Colic circular muscle
contractibility curves in response to Carbachol. Results are expressed as a percentage of the maximal
response to KCL. Irradiated animals (red line; n=") shams (blue line; n=) irradiated Ad-MSC-treated
animals (green line; n=). All results are expressed as mean +SEM. S, p<0.05 versus sham animals. I,

p<0.05 versus irradiated animals

Figure 2. (A) T cells localization onto microscopic slide of colorectum by CD3 membrane staining.
Upper panels: sham animals show CD3 positive cells in Peyer Patches (upper left) and in the lamina
propria (upper right). Lower panels: After radiation exposure, CD3 positive cells number is increased
in the lamina propria (lower left) and few cells are also detected in muscle (lower right). (B, C) Flow
cytometry quantification of CD4 and CD8 positive cells of shams (white bar; n=), irradiated 3 and 4
weeks after exposure (red bars; n=) and irradiated MSC-treated (green bar; n=) animals in colon (B)
and blood (C). All results are expressed as mean £ SEM. S, p<0.05 versus sham animals. I, p<0.05

versus irradiated animals.

Figure 3. (A) Efficacy of lymphocyte inhibition using CD3 blocking antibody was assessed by FACS
analysis of TCRaf3 expression in MLN from irrelevant Ig treated and CD3 treated animals. CD3
treatment, but not irrelevant Ig, drastically decreased TCR expression, indicating a successful
depletion of T cells. (B) Scoring of radiation-induced epithelial lesions by HES staining. Irradiated
injected with Ig irrelevant antibody (black; n=6) and CD3 blocking antibody (light grey; n=6) (C)
Colic circular muscle contraction in response to increasing doses of Carbachol. Results are expressed

as a percentage of the maximal response to KCI. Shams injected with irrelevant Ig antibody (blue line;
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n=8), irradiated animals treated with irrelevant Ig (red line; n=8) and irradiated animals injected with

CD3blocking antibody (green line; n=8) All results are expressed as mean + SEM.

Figure 4. (A) Flow cytometry quantification of CD25 positive cells in shams (white bar), irradiated 3
and 4 weeks after exposure (red bars) and irradiated MSC-treated (green bar) animals in colon (left
panel) and blood (right panel). (B) Relative Interleukine 2, Perforin and Granzyme mRNA expression
in sorted CD8 cells of irradiated and irradiated MSC-treated rats. Results were normalized with
GAPDH housekeeping gene and standardized to sham level (sham expression =1). (C) Adoptive

transfer of CD4 and CD8 cells to nude rats. (D)

Figure 5. (A) Representative images of Cytokeratin 18 staining in shams, Irradiated, Irradiated
AdMSC-treated and Irradiated CD3-treated animals. Slides were stained with CK18 (green spots, left
panel) and counterstained with DAPI (right panel). (B) Quantification of CK18 positive cells per field
in shams (white bar), Irradiated (red bar), Irradiated MSC-treated (green bar) and Irradiated CD3-

treated (blue bar) animals. Results are expressed as mean £SEM.
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 5
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Discussion / Perspectives

En 2011, 365 500 nouveaux cancers ont été diagnostiqués en France et 906 735 patients ont
dd subir un traitement anti-cancéreux (source Institut National du Cancer). Si la
chimiothérapie reste le traitement le plus couramment utilisé avec 261 664 patients traités en
2010, la radiothérapie est elle aussi un traitement de choix dans le traitement des cancers
localisés, avec 173 852 patients pris en charge cette méme année. Souvent utilisée en
combinaison avec la chimiothérapie, la radiothérapie est ainsi actuellement considérée comme
le traitement préférentiel dans les cas des cancers du sein, du rectum ou encore de la prostate.
Bien que les évolutions technologiques aient permis d’importants progres dans le traitement
des tumeurs par radiothérapie, elle reste associée a des effets secondaires parfois graves,
principalement dus a la toxicité des rayonnements ionisants pour les tissus sains entourant la
tumeur. Les nombreux progres réalises en imagerie médicale, ainsi que ceux concernant le
ciblage balistique des tumeurs, ont permis d’améliorer I’efficacité thérapeutique du traitement
anti-tumoral tout en diminuant le volume et la dose d’irradiation des tissus sains irradiés. En
dépit de ces nombreuses avancées, 1’utilisation des rayonnements ionisants reste associée a
des effets secondaires aigus et tardifs, que nous avons présentés en introduction. Cette toxicité
résultant de I’irradiation des tissus sains est en outre un facteur limitant les doses pouvant étre
délivrées aux tumeurs, diminuant ainsi le bénéfice anti-tumoral de la radiothérapie (Bentzen
2006). L’amélioration de la détection des cancers et des traitements radiothérapeutiques a
permis d’augmenter fortement la survie des patients traités. Cette augmentation du nombre de
patients survivants a leur cancer, ainsi que de la durée de vie apres le traitement, explique en
partie I’augmentation du nombre de patients développant des Iésions tardives des tissus sains,
rendant nécessaire de développer rapidement de nouveaux traitements « réellement » curatifs
afin de soulager ces patients. De nombreuses recherches ont été menées dans ce sens au court
des dernieres années, aboutissant a l’utilisation d’antioxydants, de facteurs de croissance,
d’anti-inflammatoires ou encore d’anti-apoptotiques, sans toutefois apporter de solution
pleinement satisfaisante, que ce soit dii a leur faible efficacité, a leurs effets secondaires ou a

la protection tumorale qu’ils conférent.

Comme nous I’avons précisé en introduction, les organes ne présentent pas tous la méme
sensibilité aux rayonnements ionisants. Le tractus gastro-intestinal regroupe des organes
parmi les plus radiosensibles de 1’organisme. Il occupe une large zone que 1’on peut assimiler
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a ’abdomen et au pelvis, et se trouve de ce fait dans le champ d’irradiation de nombreuses
tumeurs uro-génitales et digestives. Ces deux caractéristiques font de I’intestin un organe
fortement a risque lors du traitement des tumeurs de la sphere abdomino-pelvienne. Au sein
du tractus gastro-intestinal, le colon et le rectum sont des zones particulierement exposée